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RESUMEN

Se tratd de obtener cepas salvajes de Agrobacterium tumefaciens patdgeno causante de la enfermedad
de la agalla de la corona, mediante el aislamiento a partir de tumores de rosas y caracterizacion por
medio de técnicas bioquimicas y moleculares, estableciendo su taxonomia a fin de incorporarlas al
cepario de controles positivos del Laboratorio de Identificacion Molecular (IDgen). El aislamiento se
llevd a cabo en dos etapas empleando muestras de rosas proporcionadas por IDgen: la primera
consistio en macerar las muestras e inocularlas directamente en placas con dos tipos de medios
semiselectivos, mientras que para la segunda se us6 Gnicamente medio D1 con una etapa previa de
enriguecimiento selectivo. Las placas se incubaron a 28 °C durante 3-7 dias, y sus aislados se
caracterizaron de acuerdo con la morfologia macroscopica y tincion Gram; las cepas que
correspondieron a bacilos Gram negativos se sometieron a las pruebas bioquimicas de produccién de
catalasa, oxidasa, sulfuro, motilidad a 28 y 35 °C, aclaramiento acido, telurito de potasio y 3-
cetolactosa. Posteriormente, se realiz6 una reaccién en cadena de la polimerasa con primers
especificos para las regiones virD2, ipt y ARNr 23S. De un total de 21 cepas que fueron caracterizadas
morfolégicamente, 17 resultaron ser bacilos Gram negativos Y, tras la caracterizacion bioquimica,
ninguna cepa fue capaz de producir 3-cetolactosa; 9 se sometieron a caracterizacion molecular, de las
cuales solo una (PAT07) presento un amplicon de aproximadamente 750pb con primers virD2 e ipt,
esta se amplifico y secuenci6 con primers universales para el ARNr 16S, determinando un 98.44%
de identidad con Pseudomonas putida, bacteria asociada a la agalla coronaria en rosas, de manera que
seria adecuado reajustar los criterios de aislamiento y caracterizacion bacteriana, a fin de impedir el

desarrollo de Pseudomonas spp. que interfieran sobre el crecimiento de A. tumefaciens.

Palabras clave: <BIOTECNOLOGIA>, <MICROBIOLOGIA>, <AGALLA DE LA CORONA>,
<AGROBACTERIUM TUMEFACIENS>, <ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO>,
<CARACTERIZACION BACTERIANA> <PCR CONVENCIONAL Y MULTIPLEX>,
<SECUENCIACION DE ARNr 16S>.
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SUMMARY

Some pathogen Agrobacterium Tumefaciens wild strains causing crown gall were intended to obtain
through the isolation of tumors in roses and its characterization through biochemical and molecular
techniques which allow establishing their taxonomy in order to add them to the positive control strain
collection at the Laboratory of Molecular Identification (IDgen). The isolation process had two stages
and was carried out using roses samples given by IDgen: the first stage had to do with the samples
maceration and their direct inoculation into plates with two types of semi-selective media, while for
the second stage it was only necessary to use half D1 with a previous stage of selective enrichment.
The plates were incubated at 28°C during 3-7 days and their isolates were characterized according to
the macroscopic morphology and Gram staining; the strains corresponding to Gram negative bacilli
were put under catalase, oxidase, sulfide, motility at 28 and 35°C, acid clearance, potassium tellurium
and 3-ketolactose production biochemical tests. Then, it was possible to carry out a chain reaction of
polymerase with specific primers for virD2, ipt and ARNr23S regions. From a total of 21
morphologically characterized strains, 17 were Gram negative bacilli and after the biochemical
characterization, any of the trains was able to produce 3-ketolactose; 9 were put under molecular
characterization; from which, only one (PATOQ7) reflected an approximate amplicon of 750pb with
virD2 and ipt primers, this was amplified and sequenced with universal primers for ARNr 16S,
determining an identity of 98.44% for Pseudomonas putida, bacterium which is associated with
crown gall in roses, so that it would be appropriate to readjust the isolation criteria as well as the
bacterial characterization in order to prevent the development of Pseudomonas spp which interfere

the growth of A. tumefaciens.

Keywords: <BIOTECHNOLOGY>, <MICROBIOLOGY>, <CROWN GALL>,
<AGROBACTERIUM TUMEFACIENS>, <SELECTIVE ENRICHMENT>, <BACTERIAL
CHARACTERIZATION>, <CONVENTIONAL AND MULTIPLEX PCR>, <16S ARNr
SEQUENCING>.
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INTRODUCCION

Identificacién del Problema

El control de plagas y enfermedades en cultivos agricolas de interés comercial tiene la finalidad de
garantizar la produccion y la calidad de productos de exportacion. Esto ha promovido el uso
indiscriminado de plaguicidas de amplio espectro, altamente tdéxicos para las comunidades
microbianas del suelo en general, lo que genera desequilibrio ecoldgico, disminuyendo la
supresividad del suelo frente a fitopatdgenos, tanto endémicos como foraneos, pudiendo alterar las
condiciones del suelo hasta el punto de ocasionar el deterioro ambiental (BAUTISTA etal., 2008;
HERNANDEZ et al., 2017). Por otro lado, se tiene el control biol6gico con formulaciones de biopesticidas,
que contrario a los pesticidas procedentes de sintesis quimica, estos atacan de forma especifica al
patégeno de interés. La eficacia del control biolégico depende del diagnéstico oportuno del
fitopatégeno; para ello existen métodos microbioldgicos clasicos y técnicas moleculares modernas;

estas son mas sensibles y requieren menos tiempo, en comparacién a los métodos convencionales
(NAVARRETE et al., 2014).

La identificacion exacta de la especie microbiana permite dar un tratamiento preciso. Sin embargo, si
el patdgeno se caracteriza Gnicamente con pruebas morfolégicas y bioguimicas, no existe la certeza
de que la bacteria corresponda a la especie reportada, debido a que en el suelo existen varios tipos de
bacterias que comparten caracteristicas muy similares. En el caso del género Agrobacterium, el uso
de medios semiselectivos puede suprimir el desarrollo de ciertas especies (RESTREPO y VARGAS, 2007).
Por otro lado, este género se caracteriza por la capacidad de transferencia horizontal de ADN
plasmidico, lo que puede ocasionar mutaciones, dando como resultado a individuos que contengan el
plasmido Tiy no necesariamente sean patdgenos. Si Gnicamente se emplean técnicas moleculares se
puede tener resultados contradictorios puesto que este método se basa en la Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR), la cual amplifica una secuencia especifica de material genético que es
determinada por los primers o iniciadores empleados, pudiendo dar como resultados falsos positivos
o falsos negativos. Con la finalidad de identificar la especie exacta del patdgeno se debe emplear los

métodos de deteccion microbioldgicos, bioquimicos y moleculares de forma combinada (ALIPPI et al.,
2011).



Justificacion de la investigacion

El control fitosanitario es una disciplina que requiere de técnicas efectivas para dar un diagnostico
oportuno del tipo de plaga que esta afectando a un determinado cultivo agricola; es decir, que la
gestion de las enfermedades depende en gran parte de la identificacion del patégeno, una vez conocido
este, pueden tomarse medidas para mitigar los efectos y su propagacion hacia cultivos contiguos
(RESTREPO y VARGAS, 2007). Entre las técnicas de manejo de la infeccidn estan la seleccién de sitio
de cultivo, rotacién de cultivos, erradicadores quimicos y control biol6gico; evidentemente la adicion
de fertilizantes y el control con plaguicidas incrementa la carga quimica del suelo, el control quimico
consiste en el uso de derivados de creosota, soluciones de cobre, lejias como hipoclorito de sodio y
bromuro de metilo que actian superficialmente, por lo tanto, son poco efectivos en infecciones
sistémicas, ademas, requiere de mucha mano de obra incrementando los costos de produccion (KADO,
2002). Tanto los fertilizantes como los plaguicidas constituyen una fuente significativa de metales
pesados (Cd, Cr, Cu, Hg, Mo, Ni y Zn) estos tienden a acumularse, alteran y reducen la microbiota
nativa del suelo, se infiltran en depoésitos de agua subterranea, acidifican el suelo incrementando la
biodisponibilidad de otros metales pesados, ademas, son incorporados a la cadena tréfica mediante
las plantas, estas al ser consumidas por organismos superiores aportan metales pesados que se
biomagnifican causando problemas de salud tanto en animales como en el ser humano (LENART-
BORON y BORON, 2014). La deteccion de fitopatdégenos se puede llevar a cabo mediante técnicas
clasicas de microbiologia, mediante técnicas modernas de biologia molecular o combinacién de
ambas para incrementar la veracidad de los resultados. Las técnicas moleculares se basan en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), misma que requiere de cebadores que se acoplen a una
region especifica de la cadena de ADN de interés que debe ser caracteristica de cada taxdn, de
preferencia se emplean regiones conservadas del genoma; los iniciadores pueden ser de tipo universal
0 se pueden disefiar iniciadores especificos. Luego, mediante transformacion bacteriana se puede
insertar la secuencia de nucleétidos que identifica al patdgeno dentro de un plasmido que pueda
replicarse al interior de células viables de cepas bacterianas, de tal manera que se obtiene un control
positivo para la deteccion eficaz de patégenos mediante PCR (MONREAL et al., 2005; RESTREPO y
VARGAS, 2007; NAVARRETE et al., 2014). El diagnéstico molecular presenta una serie de ventajas frente
a los métodos convencionales como: mayor grado de sensibilidad para identificar microorganismos
a nivel de especies, el tiempo de deteccidn se reduce a horas y se puede partir de cantidades minimas
de material genético, incluso con &cidos nucleicos extraidos directamente de matrices complejas
como tejido vegetal, suelo 0 agua (MONREAL et al., 2005).
2



La Biotecnologia Ambiental es una disciplina que integra los principios de la biotecnologia orientado
hacia la solucion de problemas ambientales. Tiene como objetivo primordial mantener la calidad del
ambiente, para lo cual hace uso de técnicas modernas que permitan proteger y recuperar recursos
deteriorados, como es el caso del suelo agricola. Hay que reconocer que la Biotecnologia Ambiental
no se limita Gnicamente al control de la contaminacién sino que también interviene en actividades
productivas; segiin BECARES (2014) se considera que muchas de las disciplinas de la biotecnologia se
derivan de la Biotecnologia Ambiental, tal es el caso de la Agrobiotecnologia que aprovecha los
recursos del ambiente; ademas, esta estudia las interacciones entre los organismos, desde virus hasta

plantas.

Para el desarrollo del presente trabajo de investigacién se cuenta con la facilidad prestada por el
Doctor Francisco Flores, propietario del Laboratorio de Identificacion Molecular IDgen, ubicado en
la ciudad de Quito, quien brinda las facilidades del uso de las instalaciones y equipos, asi como con
asesoria técnica en cuanto a metodologia y protocolos de laboratorio, IDgen actualmente maneja el

desarrollo de técnicas moleculares para diagnostico de fitopatdgenos.



Objetivos

Obijetivo general

e Aislar y caracterizar microbioldgica, bioguimica y molecularmente Agrobacterium

tumefaciens a partir de tejidos vegetales infectados.

Objetivos especificos

¢ Aislar al potencial patégeno de la enfermedad de la agalla de la corona de la rosa.

e Caracterizar morfoldgica y bioquimicamente al potencial patdgeno a partir de tejido vegetal

infectado.

o Verificar que el organismo se trate de Agrobacterium tumefaciens mediante amplificacién

por PCR y posterior secuenciacion.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Enfermedad de la agalla de la corona

El potencial fitopatogénico de Agrobacterium tumefaciens lo describen por primera vez SMITH y
TOWNSEND (1907), luego que estudiaron las agallas que aparecian en la margarita de Paris. El
aislamiento consistio en trasferir las bacterias desde el tejido tumoral a placas con medio de
cultivo; para su verificacion realizaron pruebas de patogenicidad en plantas de durazno, tabaco y
tomate, ademas, encontraron que existe mayor susceptibilidad de infeccidn en tejidos jovenes,
por lo que recomendaron tener mayor control en etapas tempranas del desarrollo de los cultivos
agricolas.

Agrobacterium tumefaciens es conocida por su potencial como fitopatégeno; se trata de una
bacteria Gram negativa presente en el suelo, perteneciente a la familia Rhizobiaceae; cuenta con
un plasmido que produce tumores en cuello y raices de mas de 93 familias de plantas
dicotiledédneas, entre estas: cultivos frutales, horticolas, industriales, ornamentales y forestales.
La infeccidn estéd inducida por sustancias fenolicas excretadas por las heridas de las plantas dando
lugar a la trasferencia del ADN bacteriano. Este codifica una serie de enzimas que promueven la
sintesis de fitohormonas, provocando la proliferacién descontrolada de células vegetales
atrofiadas y a la vez conformando tumores que obstaculizan los conductos de circulacién de la
sabia, la planta se marchita y muere, no obstante las bacterias permanecen latentes en el suelo;
por esta razdn, se considera como una enfermedad cuarentenaria que afecta gravemente a la

produccion agricola (LACROIX y CITOVSKY, 2013).

1.1.1. Impacto de la agalla de la corona de la rosa en el Ecuador

Actualmente las rosas son uno de los cultivos de interés comercial y producto de exportacion del
Ecuador, la industria floricola tuvo su inicio en el afio del 1983, un gran nimero de hectéreas

fueron destinadas para la adecuacion de invernaderos para el cultivo de rosas; sin embargo, para



el afio 2008 Agrocalidad report6 brotes de agalla de la corona en cultivos de rosas, lo que ocasiond
una reduccion de 337 hectéreas destinadas a la produccion de rosas, como resultado, el nimero
de empleados de las floricolas se redujo en aproximadamente 16% (CIFUENTES et al., 2011).

1.1.2. Sintomas

Por lo general los tumores se ubican en las raices y el tallo cerca de la superficie del suelo, aunque
también suele detectarse en partes aéreas de la planta. Los tumores inicialmente se presentan
como crecimiento descontrolado de raices o del tallo, luego se van tornando esféricos y de color
blanquecino, son bastante blandos; una vez alcanza su maximo vigor, las células periféricas
empiezan a acumularse y morir adquiriendo un color pardo obscuro. A medida que el tumor crece
este obstruye los conductos de la planta por donde circula el agua, ocasionando su marchitamiento

paulatino, su presencia hace que la planta sea mas susceptible al ataque de otros patdgenos
(BARRENO et al., 2011).

1.1.3. Etiologia

De acuerdo con MORILLO y URBANO, (2011) Agrobacterium tumefaciens es un bacilo mévil que
posee flagelos periféricos que presenta caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas particulares

como:

e Tamafo: 0.7 -0.8x2.5-3.0 um.

e Disposicion: sola o en pares.

e Movimiento: Poseen entre 1 — 4 flagelos.

e Capsulada.



e Gram negativa.

e Colonias en agar: pequefias, blancas, circulares, lisas brillantes, translucidas, enteras

(varian en funcion del medio).

e En caldo presenta ligera turbidez con pelicula fina.

e Temperaturas optimas; 25 — 28 °C, letal 51 °C

1.1.3.1. Diseminacion

Las bacterias usualmente se dispersan por actividades agricolas, como al remover el suelo, por
heridas causadas al emplear herramientas no desinfectadas, por contacto con la vestimenta de los

trabajadores, por el agua de riego e incluso por el aire (MORILLO y URBANO, 2011).

1.1.3.2. Tendencia para la infeccién

La susceptibilidad que las plantas pueden tener a la infeccion se ve influenciada por la edad del
cultivo, condiciones ambientales que reducen el vigor de la planta, por secrecion de compuestos
de sefalizacion, pudiendo restituir la patogenicidad de aquellos organismos que permanecen

latentes en el suelo (MORILLO y URBANO, 2011).

1.1.3.3. Factores que promueven la infeccién

Segln BAUTISTA et al., (2008) los brotes de plagas, como agalla de la corona tiene que ver mas con
el deterioro de las condiciones del suelo, que por incidencia de patdgenos foraneos, considerando
que el suelo mantiene un alto grado de complejidad en cuanto a ecologia microbiana, las
actividades agricolas, asi como el uso de plaguicidas para el control de plagas, ocasionan la

disminucion de la supresividad del suelo frente a fitopatdgenos, contribuyendo al brote de plagas.



Otros factores a considerar son la estacion o época del afio, la humedad, la estructura y el pH del

suelo (MORILLO y URBANO, 2011).

1.1.4. Métodos de manejo preventivos y control biolégico

1.1.4.1. Métodos preventivos

La infeccién por especies de Agrobacterium y particularmente A. tumefaciens requiere la
participacion de la bacteria solo al inicio de la infeccion, como se sabe, esta posee un mecanismo
de colonizacion genética, una vez que el ADN plasmidico se integre al genoma de la planta e
induzca la hiperplasia del tejido vegetal, la aplicacion de métodos curativos no tendra ningun
efecto contra la enfermedad, es decir que los métodos de lucha se enfocan hacia la prevencién y
no al tratamiento. Entre los métodos preventivos se encuentran: el control de calidad sanitaria en
plantas y suelos destinados al cultivo, desinfeccion del suelo por solarizacién o vapor de agua,
desinfeccion del material vegetal por termoterapia y con agua caliente (MORILLO y URBANO, 2011).

1.1.4.2. Control bioldgico

El control bioldgico se lleva a cabo con A. radiobacter, esta especie produce bacteriocinas o
agrocinas que ejercen un efecto antagdnico contra A. tumefaciens; actualmente la cepa A.
radiobacter K84 es la alternativa mas eficiente; no obstante, existen otras cepas naturales o
genéticamente modificadas que tienen el mismo efecto; para establecer el tipo de control
bioldgico se debe partir del diagndstico oportuno y preciso del patégeno, mediante un protocolo
de caracterizacion basado en rasgos morfoldgicos, bioquimicos y moleculares, asegurando la
efectividad del tratamiento y evitando asi la propagacion de enfermedades en cultivos de interés

comercial (MORILLO y URBANO, 2011).

1.2. Género Agrobacterium

Agrobacterium tumefaciens, al igual que otros microorganismos, es ubicuo y se encuentran de

forma natural en el suelo, promoviendo la degradacion de la materia organica y aprovechando

sus nutrientes. No obstante, existen algunas variedades que son patégenos de plantas
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dicotiledoneas de interés comercial. Seglin ESCOBAR y DANDEKAR (2003), entre las especies de
Agrobacterium patégenas se encuentran: Agrobacterium rhizogenes (enfermedad de la raiz
peluda), Agrobacterium rubi (enfermedad de la agalla de la cafia), Agrobacterium tumefaciens
(enfermedad de la vesicula de la corona) y Agrobacterium vitis (agalla de la uva); este género
bacteriano aprovecha su maquinaria de transformacion genética para transferir sus genes e inducir
su expresion en las células vegetales, ocasionando proliferacion celular descontrolada e

induciendo la sintesis de opinas (LACROIX y CITOVSKY, 2013).

Segln ALIPPI et al., (2011) la deteccidn de cepas de Agrobacterium tumefaciens es bastante
compleja, puesto que existen otros géneros bacterianos del suelo que puede presentar
caracteristicas morfol6gicas y bioquimicas muy similares, dificultando su caracterizacion
microbioldgica y bioguimica. Por otro lado, el éxito de la deteccion molecular viene determinado
por la especificidad de los primers de PCR; ademas, esta prueba puede tener interferentes de
material genético procedente de otras especies que incorporaron un plasmido Ti foraneo, dando
origen a falsos positivos; en el caso contrario, una cepa de A. tumefaciens que perdi6 el plasmido
Ti dara falsos negativos, sin embargo, cuando emplearon medios de cultivo diferenciales y
selectivos, mas la combinacion de los métodos de deteccion molecular y pruebas de
patogenicidad en tejidos sanos, pudieron determinar la presencia de A. tumefaciens con una
efectividad del 99%.

1.2.1. Taxonomia del género Agrobacterium

Agrobacterium es catalogado como parte de la microbiota natural del suelo. Fue aislado por
primera vez por SMITH y TOWNSEND en 1907, y fue catalogado como fitopatégeno inductor de
tumores en el cuello o corona de varias especies de plantas dicotiledoneas. Este grupo de bacterias
inicialmente se incluian como parte de los rizobios del suelo; sin embargo, debido a que no son
fijadores de nitrogeno y son fitopatdgenos, se propuso clasificarlos de acuerdo a su capacidad
patogénica, basandose en el mecanismo de infeccion molecular; no obstante, esta clasificacion
también presentd un problema, debido a que Agrobacterium tiene gran capacidad en cuanto a
transferencia horizontal de genes, pudiendo encontrarse especies con plasmidos tomados de otros
miembros del género. Finalmente se establecié un sistema de clasificacion en biotipos, donde las

especies A. tumefaciens, A. rhizogenes y A. vitis se corresponderian con los biovares 1, 2y 3
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respectivamente, y a la vez se adoptaria esta clasificacion a nivel de especies en funcion de las

caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y moleculares (LLOP et al., 2004).

Tabla 1-1: Clasificacién taxonémica de Agrobacterium.

Categoria Taxon
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Proteobacterias alfa
Orden: Rhizobiales
Familia: Rhizobiaceae
Género: Agrobacterium
Especies/biovares: Agrobacterium tumefaciens / Biovar 1
Agrobacterium rhizogenes / Biovar 2
Agrobacterium vitis / Biovar 3

Fuente: BREE, 2015.
Elaborado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2019

1.2.2. Clasificacion del género Agrobacterium en biovares

La clasificaciéon de especies del género Agrobacterium se basaba en la patogenicidad de sus
miembros, pero la facilidad de trasferencia horizontal de genes dificultaba su identificacién y
caracterizacién; una forma mas confiable para agruparlas consistio en identificar las
caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas expresadas por el ADN gendmico, dando lugar a tres
biovares; donde la mayoria de variantes se identificaban con algun biovar; no obstante, algunas
cepas pueden presentar caracteristicas compartidas, dando lugar a biovares intermedios (BOUZAR
etal., 1995). Existen ciertos rasgos bioguimicos comunes para cada biovar, los cuales permiten
caracterizar las cepas de Agrobacterium bioquimicamente; entre las pruebas méas usuales se
encuentran la produccion de 3-cetolactosa, consumo de tartrato de sodio y potasio, crecimiento a

35 °C y crecimiento en medios salinos, selectivos y diferenciales (SZEGEDI et al., 2005).

Los biovares son grupos de cepas o individuos de una especie que estan determinados por genes
cromosOmicos, presentan caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas que permiten
relacionarlas o diferenciarlas entre si; pudiendo encontrar cepas tumorigénicas, rizogénicas y no

patdgenas dentro del mismo biovar (LLOP et al., 2004).
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Tabla 2-1: Principales caracteristicas que diferencian las especies del género Agrobacterium.

Pruebas Especies

A. tumefaciens A. rhizogenes A. vitis
Produccion de 3-cetolactosa + - \Y
Crecimiento en 2 % NaCl + - +
Crecimiento a 35°C + \% \Y
Accioén en litmus milk Alcalina Acida Alcalina
Pelicula en citrato amoénico-férrico + - -
Reaccion oxidasa + V- V-
Utilizacion de citrato V- + +
Produccién de acido a partir de:
Eritritol - + -
Melecitosa + - -
Produccion de alcali a partir de:
Acido malénico - + +
Acido L-tartarico - + +
Acido micico - + -

+: 80% 0 mas cepas positivo; V: entre el 21-79% de cepas positivas; -: 80% 0 mas cepas negativas
Fuente: (MOORE et al., 2001)
Elaborado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2019

1.2.2.1. Complejo de Agrobacterium tumefaciens o Biovar 1

La mayoria de las cepas de A. tumefaciens pertenecen al biovar 1, sin embargo, no se trata de una
Gnica especie, sino de un conjunto heterogéneo de 10 especies 0 genomovares estrechamente

relacionadas a nivel cromosémico denominadas como complejo Agrobacterium tumefaciens.
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Gréfico 1-1: Nomenclatura de especies del complejo Agrobacterium tumefaciens
Fuente: OH, 2014.

1.2.2.2. Plasmido Ti

La generacion de tumores en plantas es inducida por la presencia del plasmido Ti (tumor-
inducing). El plasmido Ti es el principal portador de los genes de virulencia, posee tamafio entre
150 a 250 Kb, contiene 5 regiones involucradas en la infeccion, donde se destaca el ADN-T que
codifica la secuencia que se integra al ADN de las plantas encargada de la biosintesis de
fitohormonas y opinas, los genes vir que procesan y transmiten el ADN-T, la region de los loci
tra y trb encargada de la conjugacion bacteriana, la region rep que permite la replicacion del

plasmido Tiy los genes que promueven la apropiacion y el catabolismo de las opinas (LLOP et al.
2004).

1.2.2.3. Opinas

Las opinas son un grupo de moléculas pequefias cuya estructura estd constituida por la
condensacion de un aminoacido y un cetoacido o un azucar; se conocen alrededor de treinta tipos
distintos de opinas agrupadas en familias. Segiin GUYON et al., (1980) las opinas desempefian una
funcion muy importante dentro del mecanismo de infeccién de Agrobacterium tumefaciens,
debido a que existe una relacion entre el tipo de plasmido y el tipo de opinas que promueven

dichos plasmidos; cada especie induce la produccion un grupo especifico de estas sustancias que
12



pueden aprovecharlas como fuente de carbono y nitrégeno constituyendo un nicho ecoldgico

favorable para la infeccion de la planta.

1.3. Agrobacterium tumefaciens como herramienta de ingenieria genética

El descubrimiento del mecanismo de infeccién de A. tumefaciens, dio paso al desarrollo de nuevas
técnicas de transformacion genética. En 1977 se detectaron rastros de ADN bacteriano en tejidos
de tabaco, mas tarde se confirmarian su presencia en otras especies vegetales, incluso en algunos
hongos. Al tratarse de un organismo con capacidad de transferir ADN entre especies diferentes,
se da inicio a una serie de aplicaciones en Agrobiotecnologia, Biotecnologia Ambiental y
Biologia Molecular, como: trasformacion genética en plantas, trasformacién de hongos, modelos
se sefializacion celular, importe nuclear de proteinas y material genético (VALDERRAMA et al.,
2005).

La maquinaria de transformacion genética de Agrobacterium spp., permite incorporar genes de
interés foraneos dentro del plasmido Ti, para que sean transmitidos y expresados junto al ADN
de distintos organismos como una gran variedad de especies de plantas, levaduras, hongos, e
incluso en células humanas. Entre las técnicas mas eficientes de transformacion bacteriana para
A. tumefaciens se encuentra la electroporacién. Esta emplea una carga eléctrica para dilatar los
poros de la membrana plasmatica haciendo posible el ingreso de moléculas de ADN

extracromosomico (OH, 2014).

1.4. Aislamiento y caracterizacidn de Agrobacterium tumefaciens

El aislamiento es una de las técnicas para la deteccion e identificacion de cepas bacterianas en
general, Agrobacterium se puede aislar desde matrices complejas como tejidos de plantas que
presentan sintomatologia de la agalla de la corona, de suelo de cultivo, suelo rizosférico y agua
de riego; para mayor seguridad se pueden emplear medios diferenciales, selectivos o semi-
selectivos con el fin de ejercer presion selectiva sobre los organismos presentes en el medio,
dificultando el crecimiento de rizobios, Pseudomonas u hongos del suelo y promoviendo el

desarrollo de cepas de Agrobacterium spp. (ALIPPI et al., 2011).

13



1.4.1. Medios de cultivo semi-selectivos

Existen medios de cultivo cuya composicion permite diferenciar bacterias en base a las
caracteristicas morfolégicas que presentan dichas colonias bacterianas, la morfologia que
presenta una colonia tiene relacion con los componentes del medio; una manera de favorecer el
desarrollo de un microorganismo en concreto, consiste en enriquecer el medio con sustratos o
sales minerales que ejerzan presion selectiva, entre las fuentes de carbono selectivas para especies
de Agrobacterium se encuentran las opinas, citrato, manitol, arabitol, entre otras; respecto a las
sales se tiene el selenito de sodio y el telurito de potasio, ambas muy toxicas para especies ajenas
al género Agrobacterium. La selectividad del medio D1 estd impuesta por la alteracion en la
estructura de la membrana y la pared celular; ademas, este medio se desarroll6 especificamente
para bacterias patdgenas de plantas, en su formulacién se tiene componentes activos como el
cloruro de litio, que afecta la permeabilidad de la membrana bacteriana restringiendo el

crecimiento de otros microbios, mientras permite el desarrollo de Agrobacterium spp. (KADO y
HESKETT, 1970).

Las colonias aisladas de medios selectivos deben purificarse previo a su andlisis posterior, debido
a que pueden trasferir ciertos compuestos quimicos que interfieren con la identificacion; tal es el
caso de colonias de color negro, procedentes de medios suplementados con telurito de potasio, el
color puede confundir la interpretacion de las pruebas bioquimicas que se realicen (FINER et al.,
2016). Por lo tanto, los aislamientos obtenidos se deben repicar en placas con medio de
mantenimiento para fines de purificacion. Segln lo recomendado por SHAMS etal., (2012) cada

colonia debe purificarse al menos dos veces para obtener una cepa bacteriana pura.

1.4.2. Caracterizacion morfoldgica bacteriana

La morfologia de colonias bacterianas permite asignar una identidad aproximada, también facilita
la eleccion de pruebas bioquimicas, tomando en cuenta sus rasgos morfolégicos macroscopicos
y microscopicos que presentan las colonias originadas a partir de un cultivo puro. La morfologia
y fisiologia que presentan los microorganismos son resultado del metabolismo celular y la
naturaleza de las estructuras celulares, de modo que el sustrato interviene directamente en las

propiedades que presenta una colonia en particular (BERRIOS y LLABACA, 2018).
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1.4.2.1. Morfologia macroscopica de colonias

Las caracteristicas morfoldgicas macroscopicas se estudian en poblaciones bacterianas visibles,
originadas sobre medio solido a partir de una Unica bacteria, denominadas colonias, aisladas de
un cultivo microbiano, en funcién de rasgos como su color, tamafio, elevacion, margen,
superficie, forma, y comportamiento ante la luz. Estas caracteristicas varian de acuerdo a la
especie microbiana, a la naturaleza del sustrato, al pH del medio, al contenido de salinidad, a la
edad del cultivo y propiedades que ejercen presion selectiva sobre la carga microbiana presente

en la muestra (BERRIOS y LLABACA, 2018).

Criterios morfolGgicos de caracterizacién macroscopica:

e Forma: circular, irregular, rizoide, puntiforme, fusiforme, filamentosa.

e Borde: Entero, ondulado, lobulado, filamentoso, dentado.

e Elevacion de la colonia: plana, levantada, convexa, concava, pulvinada, umbilicada.

e Superficie: lisa, rugosa, escamosa.

e Coloracion: colorida, incolora.

e Consistencia: cremosa, membranosa, viscosa.

e Luz transmitida: opaca, translucida, transparente.

e Luz reflejada: opaca, brillante.
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1.4.2.2. Morfologia microscdpica mediante aplicacion de Tincién Gram

La tincidn diferencial de Gram permite clasificar a las bacterias en Gram positivas y Gram
negativas; su fundamento se basa en la composicion y las caracteristicas de la pared celular
bacteriana como el contenido de peptidoglucano y la afinidad de ciertos colorantes por tales
estructuras; las bacterias Gram negativas poseen membrana celular externa y pared celular
conformada por una delgada capa de peptidoglucano, mientras, que las bacterias Gram positivas
cuentan con una gruesa pared celular de peptidoglucano dispuesto en capas sucesivas pero no
poseen membrana externa; el cristal violeta se usa como colorante primario, debido a su gran
afinidad con el peptidoglucano; con la adicién del lugol se promueve la formacion del complejo
cristal violeta-yodo que evita la fuga del cristal violeta al medio, saturando los espacios entre las
capas de peptidoglucano. Luego, con la adicion de una solucion de alcohol-acetona se destruye
la membrana celular externa de las bacterias Gram negativas y se deshidrata la pared celular; a
diferencia de las bacterias Gram negativas, las Gram positivas tiene una muy buena capacidad de
retencion del complejo cristal violeta-yodo. La safranina actia como un colorante de contraste,
tifiendo las células bacterianas del proceso anterior que fueron incapaces de retener el complejo
cristal violeta-yodo. Al finalizar el proceso las bacterias Gram positivas presentan color azul
obscuro a morado, mientras que las Gram negativas presentan color rosa a rojo bajo el

mMicroscopio (LOPEZ et al., 2014).

De acuerdo a CULTIMED, (2002) es recomendable realizar la prueba en cultivos jovenes debido a
que las cultivos viejos reducen su afinidad por los colorantes, de igual forma el rompimiento de

la pared celular hace variar su coloracion.

1.4.3. Pruebas de caracterizacion bioquimicas

La gran variedad de caracteristicas bioquimicas que presentan los microorganismos son
consecuencia directa de su diversidad genética; por ende, las caracteristicas que presentan un
determinado género o cepa microbiana son resultados de la interaccién bioquimica de los
componentes estructurales de la célula (PRESCOTT et al., 2002). EI metabolismo va cambiando a
medida que se desarrolla el cultivo; las enzimas y productos metabdlicos son especificos para

cada etapa de crecimiento y también dependen del sustrato empleado, por tal razén existen
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pruebas de lectura inmediata y de lectura lenta. Esto permite clasificar a los microorganismos de
acuerdo a un criterio bioquimico mediante la aplicacién de colorantes, sales metélicas,
modificacion de salinidad y pH o variaciones de temperatura en la incubacion; las pruebas
bioguimicas mas comunes son: prueba de la catalasa, prueba de la oxidasa, identificacion de

azucares reductores (MADIGAN et al., 2009).

1.4.3.1. Produccién de catalasa

La prueba de produccidon de catalasa es parte de la caracterizacion inicial en la mayoria de las
bacterias; se trata de una enzima antioxidante presente en la mayoria de las bacterias aerobias y
anaerobias facultativas que contienen citocromo, actta detoxificando la célula del peroxido de
hidrogeno formado durante la respiracion celular oxidativa. La catalasa hidroliza el peréxido de
hidrégeno en agua y oxigeno molecular, resultando en la liberacion de burbujas de gas
(FERNANDEZ et al. 2010; CERVERA, 2011).

catalasa

2H202 4 2H20 + Oz(gas)

1.4.3.2. Produccidn de oxidasa

La prueba de produccion de citocromo-oxidasa es indispensable en la caracterizacion inicial de
bacterias Gram negativas; su actividad se restringe a bacterias aerobias y algunas anaerobias
facultativas. La enzima citocromo-oxidasa forma parte del metabolismo de los nitratos y de la
cadena de transporte de electrones con el oxigeno como aceptor final, el citocromo se oxida y es
reducido por acciéon del oxigeno molecular produciendo agua o perdxido de hidrégeno. En
presencia de oxigeno atmosférico la enzima citocromo-oxidasa acepta electrones de sustratos
artificiales, oxida un derivado de la fenilendiamina formando indofenol, un producto de color

parpura obscuro (FERNANDEZ et al. 2010).

17



1.4.3.3. Aclaramiento acido en PDA-CaCO3

La produccién de acido a partir de glucosa es caracteristica de Agrobacterium biovar 2, pese a
que los dos biovares restantes también pueden producir &cido, estas lo hacen en muy pequefas
cantidades, la prueba permite diferenciar entre cepas de biovar 2 de los demés biovares, mediante
la formacion de un halo o anillo de aclaramiento &cido en placas de PDA suplementado con
CaCOs (BOUZAR y JONES, 1992).

1.4.3.4. Prueba SIM

La prueba de sulfuro-indol-motilidad requiere del medio semisélido SIM, formulado a base de
una mezcla de peptonas. El sulfuro de hidrogeno se produce por la liberacion del azufre de ciertos
aminoacidos y sales del medio, el desarrollo de color negro que aparece en la linea de siembra
determina su presencia; por otro lado, el indol es un producto del metabolismo bacteriano del
triptéfano, su produccion es facilmente detectable, cuando se combina con ciertos aldehidos
produce coloracion rojiza del medio, para revelar la produccién de indol se afiade unas gotas de
reactivo de Erlich o reactivo de Kovacs; mientras tanto, la motilidad se determina por la turbidez

generada por el crecimiento bacteriano fuera de la linea de siembra (CULTIMED, 2002; FERNANDEZ
et al., 2014).

1.4.3.5. Capacidad de crecimiento en telurito de potasio

El telurito de potasio restringe el crecimiento de bacterias ajenas al género Agrobacterium, act(ia
como un factor que ejerce presion selectiva sobre medios de cultivo, ademas, permite diferenciar
las colonias de Agrobacterium spp. de algunas otras bacterias que también toleran la sal de
telurito; particularmente colonias de Agrobacterium tumefaciens presentan una coloracion negra
brillante o metalica, circulares, convexas y de borde entero, la coloracion se debe a que las células

acumulan en su interior el telurito metalico cristalizado (MOUGEL et al., 2001).
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1.4.3.6. Produccién de 3-cetolactosa

La capacidad de oxidar enzimaticamente el tercer carbono del resto glucosilo derivado del
metabolismo de disacaridos (maltosa, lactosa y sacarosa) Yy acidos bidnicos produciendo 3-
cetoglucosidos es propiamente atribuida al complejo Agrobacterium tumefaciens;
particularmente, la lactosa se oxida a 3-cetolactosa, este compuesto a diferencia de los demas 3-
cetoglucosidos no se consume y tiende a acumularse en el medio; la 3-cetolactosa reduce
rapidamente el Cu?* del reactivo de Benedict a Cu* produciendo Cu,O, la reaccion ocurre a
temperatura ambiente permitiendo visualizar la formacion de un anillo naranja-rojizo al cabo de
1-2 horas de incubacion (ALIPPI et al., 2011; DAVOODI y HAJIVAND, 2013; TOLBA y SOLIMAN, 2014)
citando la técnica desarrollada por (BERNAERTS y DE LEY, 1963).

1.4.4. Caracterizacion molecular de Agrobacterium tumefaciens

El estudio del genoma bacteriano inicialmente giraba en torno al ADN cromosémico; algunas
especies de Agrobacterium poseen ademas un cromosoma lineal y uno o dos plasmidos,
denominado plasmido Ti o pldsmido inductor de tumores, con un tamafio entre 200 y 800 kpb.
Dentro del plasmido existen genes de virulencia, mismos que por su naturaleza pueden
transferirse entre especies distintas, lo que le permite infectar plantas, usandose habitualmente en

trasformacion genética (LLOP et al., 2004).

1.4.4.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa permite que la cadena de ADN se separe en sus dos
hebras, gracias a la reaccion continua de una solucion con tag-polimerasa, nucledtidos y primers
especificos que se posicionan en los extremos del segmento que se requiera amplificar. Esto da
lugar a la sintesis de una cadena complementaria, cuyo proceso ocurre dentro de un termociclador
que es sometido a variaciones de temperatura y donde la concentracion de ADN se duplica en
cada ciclo (VOET et al., 2007). El termociclador permite simular in vitro las condiciones requeridas
para la replicacion del ADN que ocurre dentro de las células, en su interior se realizan ciclos
alternados de incremento y disminucion de temperatura, el proceso se compone de tres etapas, la

primera consiste en la desnaturalizacion del ADN al incrementar la temperatura a 95°C por un
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tiempo necesario para romper los puentes de hidrogeno y separar las hebras de ADN, la segunda
etapa consiste en la hibridacion del ADN, en esta etapa los primers se adhieren a la secuencia
complementaria de ADN diana, flanqueando la secuencia a amplificar, la temperatura de
alineacion se encuentra en 45 — 65 °C y viene determinada por los primers; la tercera etapa se
denomina amplificacion y ocurre a una temperatura optima de 72°C y consiste en adicionar
nucleétidos y extender la cadena de ADN; mediante este proceso se puede incrementar
exponencialmente la concentracion de material genético de interés, tras haberse completado 35

ciclos (BOLIVAR et.al., 2014).

1.4.4.2. PCR multiplex (mPCR)

La PCR multiple (mPCR) permite la amplificacion simultanea de dos o méas fragmentos de ADN
ya sea que las regiones diana pertenezca al genoma de un mismo organismo o al organismo
distinto, con la consideracion que dichas regiones deben ser lo suficientemente diferenciadas para
evitar la amplificacion de productos inespecificos; la reaccion tiene lugar dentro de un mismo
tubo de reaccion, por ende en necesario estandarizar el protocolo de PCR tomando en cuenta las
temperaturas de reaccién y los componentes de la master mix, a fin de promover la sintesis de
productos deseados y reducir los productos inespecificos resultado de amplificaciones
preferenciales; la mPCR requiere de menor cantidad de reactivos, templado de ADN y hace
posible la amplificacion simultanea de secuencias diana reduciendo el tiempo de diagnéstico, es
una herramienta Gtil en analisis de mutaciones, polimorfismos, microsatélites, deteccién de
organismos modificados genéticamente, diagnéstico de patdgenos y caracterizacién para

asignacion filogenética (BOLIVAR et al., 2014).

1.4.4.3. Electroforesis en gel de agarosa

La técnica de electroforesis permite separar ADN por tamafos. Los fragmentos de ADN migran
a diferente velocidad a través de los poros del gel de agarosa y los pedazos de ADN, cuya carga
es negativa, son atraidos hacia el anodo al otro extremo de la cubeta de electroforesis. Para el
revelado de las bandas se emplea bromuro de etidio y se observa con la ayuda de una camara con
luz UV (BROWN et al., 2008). Una vez transcurrido el tiempo de separacidn por electroforesis se

espera que las moléculas de ADN hayan migrado hacia el anodo conformando agrupaciones en
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funcion de su tamafio, para el revelado de estas agrupaciones o bandas se afiade un colorante
especifico como el bromuro de etidio que permite visualizar las bandas de ADN mediante un

transiluminador ultravioleta.

1.4.4.4. Secuenciacion de amplicon del ADNr 16S

El gen rrs que codifica para el ARNr 16S de los procariotas posee regiones altamente
conservadas, lo que permite la clasificacion taxonomica mediante el analisis filogenético de las
secuencia amplificada con primers universales 27F y 1492R, la secuenciacion permite conocer
el orden en el cual se encuentran dispuestos los nucleétidos del amplicon, para este fin existen
métodos quimicos y enzimaticos que permiten cortar el ADN en sitios especificos, una vez
obtenida la secuencia de nucledtidos se realiza un andlisis bioinforméatico donde se establece su
similitud con secuencias de otros microorganismos depositadas en las bases de datos de
secuencias, el microorganismo generalmente se identifica a nivel de género, en algunos casos se

puede establecer la filogenia a nivel de especie (RODICIO y MENDOZA, 2004).
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Gréfico 1-2: Diagrama de las etapas de la investigacion.
Elaborado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2019
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2.1. Lugar del desarrollo de la investigacion
El desarrollo del presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en las instalaciones del
Laboratorio de Identificacién Molecular IDgen, ubicado en Av. de los Granados E14-285 y Eloy

Alfaro, 170503, Quito, con coordenadas geograficas UTM WGS 84 17S, latitud 0°9'56.95"S y
longitud 78°28'6.94"0; a una altura de 2825 m.s.n.m.

2.2. Materiales y equipos
Los reactivos y equipos fueron proporcionados por el Laboratorio de Identificacion Molecular

IDgen; los reactivos no disponibles se adquirieron de la bodega de la facultad de ciencias de la
ESPOCH y se financiaron por cuenta propia.

2.3. Tipo y Disefio de Investigacion

2.3.1. Por el tipo de investigacion

La investigacion es aplicada debido a que busca un fin especifico e inmediato, el cual consiste en
aislar y caracterizar Agrobacterium tumefaciens mediante el uso de medios de cultivo semi-
selectivos compuestos, con selectividad basada en tolerancia a la toxicidad de sales metalicas y

afinidad por fuentes de carbono y nitrégeno para su posterior caracterizacion microbiolégica,

bioquimica y molecular.

2.3.2. Por el disefio de investigacion

Investigacion no experimental.
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2.4. Unidad de andlisis

Tejidos tumorales de rosas comerciales de la coleccién de muestras almacenadas en el

Laboratorio de Identificacion Molecular IDgen.

2.5. Poblacion de estudio

Coleccion de muestras de rosas comerciales almacenadas en el Laboratorio de Identificacion

Molecular 1Dgen.

2.6. Etapas de la investigacion

2.6.1. Tratamiento de la muestra

2.6.1.1. Desinfeccién del tejido

Las agallas se lavan con agua potable y jabon liquido frotando ligeramente por 5 minutos, para
eliminar el suelo que pudiera estar adherido a la muestra, se enjuagan y se secan con toallas de
papel. Se desinfecta la superficie de las agallas sumergiéndolas durante 2 a 15 minutos en una
solucion de hipoclorito de sodio de 0.5 al 1%, de acuerdo a ISLAM etal., (2013) el tiempo de
esterilizacion viene determinado por el tipo y concentracion del desinfectante usado asi como por
naturaleza del tumor. Finalmente, se enjuaga al menos en tres ocasiones por 5 minutos en agua

destilada estéril y se deja secar sobre papel filtro estéril (RHOUMA et al., 2006; ALIPPI et al., 2011;
DAVOODI y HAJIVAND, 2013; TOLBA y SOLIMAN, 2014).

2.6.1.2. Maceracion del tejido

Se extrae la superficie de las agallas con bisturi estéril y se toman 0.5 gramos de tejido a partir de
3 submuestras de distintas partes del tejido tumoral interno; esto se dispensé directamente en 500
ul de agua destilada estéril contenidos en microtubos eppendorf de 1.5 0 2 ml con perlas de vidrio

para su trituracion empleando BeadBeater. Para una 6ptima difusion celular en la solucion es
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indispensable dejar macerar por al menos 30 minutos, tiempo requerido para lograr una
separacion celular eficiente de los polisacaridos producidos por Agrobacterium (SHAMS et al.,
2012). Finalmente se verti6 el contenido de los microtubos a un tubo de ensayo estéril con 5 ml de
agua destilada estéril y se dejé incubar a 28 °C durante toda la noche (ISLAM et al., 2013).

2.6.2. Aislamiento bacteriano

2.6.2.1. Preparacion de medios de cultivo semiselectivos

Tabla 1-2: Medio de cultivo semiselectivo D1.

Sustancia Contenido en gramos por litro (g/l)
Manitol 15
NaNO3 5
LiCl 6
Ca(NO3)2*4H20 0.02
Azul de bromotimol 0.1
K2HPO4 2
MgSO4*7H20 0.2
Agar 15

Realizado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2019

Composicidn descrita por (ALIPPI et al., 2011; OH, 2014) de acuerdo a la formulacién propuesta por
KADO y HESKETT (1970). Segun ALIPPI et al., (2011) se puede mejorar la selectividad suplementando
60 pg/ml de K2TeO:s.

e Aforar a1 litro con H,O destilada y esterilizar en autoclave a 121 °C a 15 psi durante 15

min.

e Preparar una solucion de cicloheximida al 2% y estilizar por filtracion con un filtro de

membrana de 0.2 pm.

e Dejar enfriar el medio hasta aproximadamente 50 — 55 °C, verificar que presente un color
azul obscuro y pH alrededor de 7,2 antes de suplementar 20 ml cicloheximida al 2%
(20mg/ml).
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e Verter de 10 a 15 ml del medio en placas de petri estériles y dejar secar en camara de

flujo laminar, sellar y almacenar en un refrigerador a 4°C.

Tabla 2-2: Medio de cultivo sélido a base de sales AT.

Solucién Sustancia Contenido en gramos por litro (g/l)

20x sales AT (NH4)2s04 40
MgSO4*7H20 3.2
CaCl2*2H20 0.2

MnSO4*H20 0.024
20x buffer AT KH2PO4 214
(el pH s?\;jouﬁi a’7con NaOH 35
Glucosa al 50% C6H1206 500

50x stock de hierro FeSO4*7H20 34.75
Agar de sales AT Agar 15

Realizado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2019

Composicién descrita por (MORTON y FUQUA, 2012; XU et al., 2013; WETZEL et al., 2014) de acuerdo a
la formulacion propuesta por (TEMPE etal., 1977). Segdn MORTON y FUQUA, (2012) es un medio
estandar definido para el crecimiento y, por lo tanto, es menos probable que produzca el desarrollo
de mutantes auxotroéficos. Se suplemento con manitol o glucosa al 0.2% como fuente de carbono
(WETZEL et al., 2014).

e Preparar la solucion de sales AT, solucion buffer AT, el stock de hierro, la solucion de

fuente de carbono.

e Agregar 50 ml de 20x sales AT, 50 de 20x buffer AT, 10 ml de Glucosa al 50%, 20 ml
de 50x stock de hierro y 15 g de agar, aforar a 1 litro con H,O destilada y esterilizar en

autoclave a 121 °C a 15 psi durante 15 min.

e Dejar enfriar a 55°C y verter 15 ml de medio en placas de petri estériles, secar en camara

de flujo laminar, sellar y almacenar en un refrigerador a 4 °C.
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2.6.2.2. Enriguecimiento en medio semiselectivo D1

Se prepara caldo D1 suplementado con cicloheximida y se dispensa 4.5 ml en cada tubo, se

adiciona 500 pl del macerado, se etiqueta y se deja incubar por 72 horas a 28 °C.

2.6.2.3. Inoculacion de muestras

Se toma un asa bacterioldgica estéril y se sumerge en la suspensién, esperando tomar
aproximadamente 25 ul del macerado, y se siembra directamente sobre las placas de medio de
cultivo selectivo s6lido utilizando la técnica de estria cruzada. Se sellan las placas con cinta

parafilm y se etiqueta de acuerdo al codigo de la muestra y medio selectivo (SHAMS et al., 2012;
BREE, 2015).

2.6.2.4. Incubacion de placas

Las placas deben incubarse a 28 °C; en caso de usar medios modificados con telurito de potasio,
las colonias tardaran en aparecer entre 3 a 4 dias debido a que este componente tiende a ralentizar
el crecimiento; ademas, no todas las cepas de Agrobacterium tumefaciens se desarrollan a la

misma velocidad, por lo tanto se debe seleccionar colonias discretas cada 24 horas (SHAMS et al.,
2012).

2.6.2.5. Aislamiento y resiembra en medio semiselectivo y purificacion de colonias.

Tabla 3-2: Medio de cultivo LB para mantenimiento.

Sustancia Contenido en gramos por litro (g/l)
Extracto de levadura 5
Peptona de caseina 10
NaCl 5
Agar-Agar 15

Realizado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2019
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Se toma la colonia més representativa con morfologia esperada para Agrobacterium tumefaciens,
se transfiere al medio agar Luria Bertani (LB) mediante la técnica de estria cruzada y posterior
repique con palillos de dientes en cuadricula de 2 cm?, para mantenimiento de cepas de trabajo,
se pueden depositar hasta 4 cepas por placa. La técnica de repiques disminuye la posibilidad de
transferir células y nutrientes en exceso durante la purificacion clonal; ademas, a diferencia del
rayado se evita la sobreposicion de colonias, se requiere purificar los clones mediante repiques

posteriores (OH, 2014).

Para la purificacion se deben tomar colonias que presentan morfologia tipica de Agrobacterium
tumefaciens y suspender en 100 pl de agua destilada estéril, se rehidratan dejando en agitacion
durante la noche a 28°C, luego se raya en medios de mantenimiento libre de telurito de potasio u
otros componentes del medio selectivo que pueden interferir en la caracterizacion posterior; para
introducir un nuevo aislamiento en la coleccion del laboratorio se requiere al menos una tercera

etapa de purificacion, siguiendo el proceso indicado anteriormente (SHAMS et al., 2012).

2.6.3. Caracterizacién morfologica

Las colonias originadas a partir de un cultivo puro se agrupan de acuerdo a las caracteristicas, ya
sea visibles a simple vista 0 con ayuda de un microscopio y se reportan como colonias putativas
de Agrobacterium tumefaciens si presentan caracteristicas como las proporcionadas en
bibliografia. Para el andlisis posterior, se tomaron cultivos puros del centro de los aislamientos

para evitar cualquier reaccion cruzada que pudiera resultar en falsos positivos o negativos.

2.6.3.1. Morfologia y cromogeénesis de las colonias

Las colonias aisladas en medio solido se describen y agrupan mediante el siguiente conjunto de

criterios fenotipicos:

e Forma: circular, irregular, rizoide, puntiforme, fusiforme, filamentosa.

e Borde: Entero, ondulado, lobulado, filamentoso, dentado.
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e Elevacion de la colonia: plana, levantada, convexa, concava, pulvinada, umbilicada.
e Superficie: lisa, rugosa, escamosa.

e Coloracion: colorida, incolora.

o Consistencia: cremosa, membranosa, viscosa.

e Luz transmitida: opaca, translucida, transparente.

o Luzreflejada: opaca, brillante.

2.6.3.2. Tincion Gram

Las bacterias contenidas en las placas petri se activaron a 35°C, se toma una colonia del medio
empleando un asa bacterioldgica y se extiende en la superficie del portaobjetos humedeciendo con
una gota de agua destilada, para fijar la muestra se pasa el frotis por la flama de un mechero hasta
gue quede completamente seco. Luego se afiade cristal violeta y se deja actuar durante 1 minuto,
se enjuaga con agua destilada y se afiade lugol durante 1 minuto, se enjuaga por segunda ocasion,
se agrega la solucion de alcohol-acetona durante 1 minuto, se enjuaga por tercera ocasion, se afiade
safranina y se deja actuar durante 1 a 2 minutos, por Gltimo, se enjuaga y se seca cerca de la flama.
Se afiade una gota de aceite de inmersion y se observa en el microscopio con el objetivo de 100X.
Si las células bacterianas presentan color azul obscuro a morado se reportan como Gram positivas
(+), mientras que si presentan color rojo a rosa se reportan como Gram negativas (-); ademas con

la observacion se puede determinar forma, tamafio y disposicién celular (MORENO y VELARDE,
2016).

2.6.4. Caracterizacién bioquimica

2.6.4.1. Catalasa

Tomar parte del centro de una colonia aislada con un palillo de dientes estéril, depositar la
colonia y extender en la superficie del portaobjetos, desechar el palillo de dientes para su
esterilizacion, luego afadir de una a dos gotas de peréxido de hidrogeno al 3% y dejar actuar

durante 10 a 30 segundos. Si la colonia presenta efervescencia transcurrido 20 segundos se
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reporta como catalasa positiva (+), mientras que si transcurrido los 20 segundos presenta nula o
muy escasa efervescencia se reporta como catalasa negativa (—); se trabaja cerca del mechero
para evitar contaminacion, no reportar resultados después de 30 segundos para evitar falsos
positivos debido a la accion de otras enzimas, se debe realizar la prueba con células viables de
24 horas de incubacion para evitar falsos negativos, tampoco se debe homogenizar la mezcla ni
colocar la colonia sobre el peroxido directamente (FERNANDEZ et al., 2010).

2.6.4.2. Oxidasa

Tomar parte del centro de una colonia aislada con un palillo de dientes estéril, depositar la
colonia y extender en la superficie reactiva de la tira de oxidasa, desechar el palillo de dientes
para su esterilizacion. Esperar 10 a 30 segundos, si la tira se tifio de azul a violeta azulado reportar
como oxidasa positiva (+), mientras que si la tira se tifie de rosa o no vira de color se reporta
como oxidasa negativa (—). Para evitar falsos positivos no se debe reportar resultados después de
30 segundos, para evitar falsos negativos hay que realizar la prueba con células viables de 24
horas de incubacidn, y no se debe usar colonias provenientes de medios con alto contenido de

azucares, colorantes o con pH 4cido (FERNANDEZ et al., 2010).

2.6.4.3. Aclaramiento acido en PDA — CaCOs

Preparar medio PDA de acuerdo a las instrucciones del fabricante, suplementar con CaCOs al
0,05 %; esterilizar en autoclave 15 psi y 121 °C durante 15 minutos, se deja enfriar el medio
hasta aproximadamente 50 — 55 °C, mantener en agitacion para evitar que el CaCOg precipite,
verter de 10 a 15 ml del medio en placas de petri estériles y dejar solidificar en camara de flujo
laminar, sellar y almacenar en un refrigerador a 4°C para su uso posterior; las placas de PDA-
CaCOs deben presentar un color blanquecino. El ensayo se puede llevar a cabo mediante la
técnica de estria cruzada o bien mediante repique en cuadricula con palillos de dientes,
transfiriendo un inoculo del centro de la colonia de interés. Finalmente se deja en incubacion a
28 °C por 24 horas y se inspecciona las placas, si se encuentran colonias convexas, circulares
enteras de color blanco a beige, rodeadas por un halo de aclaramiento se reportan como PDA-
CaCQOg positivas (+); si las colonias presentan la morfologia antes mencionada, pero sin la

presencia del halo de aclaramiento se reportan como PDA-CaCOs; negativas (-). De resultar
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dificil la apreciacion de la zona de aclaramiento acido en PDA suplementado con carbonato de
calcio a 0.5 g/L se recomienda incrementar su concentracion a 0.8 g/L he incubar durante 48
horas.

2.6.4.4. Prueba SIM

Preparar el medio SIM siguiendo las instrucciones del fabricante, calentar hasta disolver y
dispensar 5 a 8 ml del medio en cada tubo, esterilizar a 121 °C, a 15 psi durante 15 minutos, se
deja solidificar en posicion vertical. Para esta prueba se emplea un asa recta con la que se toma
un inoculo del centro de una colonia purificada y aislada, el asa se introduce en el centro del tubo
a 2/3 de profundidad, se debe extraer el asa cuidadosamente siguiendo la misma linea de
picadura. Los tubos se incuban por un periodo de 24 a 48 horas, para la prueba de motilidad se
recomienda incubar 2 tubos con el mismo inoculo, a dos diferentes temperaturas (28°C y 35 °C)
debido a que la temperatura optima de crecimiento puede restringir la movilidad. Se trabaja cerca
del mechero, se esteriliza el asa después de cada inoculacion, se flamea la boca del tubo de
ensayo antes y después de la inoculacion. Transcurrido el periodo de incubacion se reporta los
resultados, para la produccion de H2S: si el medio de cultivo presenta ennegrecimiento se
reportara como sulfuro positiva (+), mientras que si el medio de cultivo permanece incoloro se
reportara como sulfuro negativa (-), para el ensayo de motilidad: si hay crecimiento fuera de la
linea de siembra se reportara como motilidad positiva (+), mientras que si hay crecimiento

Unicamente en la linea de siembra se reportara como motilidad negativa (-).

2.6.4.5. Crecimiento en YEM - K;TeOs

Preparar medio YEM (extracto de levadura-manitol) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, esterilizar a 121 °C, a 15 psi durante 15 minutos, se deja enfriar el medio hasta
aproximadamente 50 — 55 °C, se verifica que presente un pH 6.8 +/- 0.2 antes de suplementar
cicloheximida al 2% (20mg/ml) y telurito de potasio a 60 ppm. Una vez suplementado se vierte
de 10 a 15 ml del medio en placas de petri estériles y se dejan secar en camara de flujo laminar,
se sellan y almacenan en un refrigerador a 4°C por 24 horas o hasta su uso posterior. Con un asa
estéril se toma un inoculo del centro de colonias aisladas en PDA-CaCQOs, se siembra por estriado

en el medio solido YEM-K;TeQs, las placas se incuban a 28 °C por 48 horas. Finalmente se
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inspeccionan las placas, si se encuentran colonias convexas, circulares de borde entero y color
negro metalico se reporta como: K,TeOs positivas (+); si las colonias no presentan los rasgos
morfoldgicos antes mencionados se reporta como K;TeOs negativas (-).

2.6.4.6. 3-cetolactosa

Preparar el medio de lactosa, esterilizar en autoclave a 121 °C, a 15 psi durante 15 minutos, se
deja enfriar a 55 °C y se verifica que el pH del medio se encuentre entre 6 y 7, luego se dispensa
en cajas petri y se espera a que solidifique. Dividir el area de cada caja en cuadriculas de 2 cm?
con rotulador o usar una plantilla de papel con las mismas dimensiones, en el centro de cada
cuadricula se deposita un inoculo con un palillo de dientes o con un asa de inoculacion estéril y
se dispersa con movimientos circulares formando manchas con un didmetro aproximado de 0.5
cm, las cuadriculas se etiquetan de acuerdo al codigo de la cepa que fue inoculada. Las cajas se
incuban a 28 °C, durante 48 horas. Transcurrido dos a tres dias de incubacion se debe cubrir
parcial o completamente la caja petri con 1 a 5 ml de reactivo de Benedict, se deja actuar durante
2 horas. Finalmente se reporta los resultados para la prueba de produccién de 3-cetolactosa de la
siguiente manera; si se forma un anillo amarillo se reporta como 3-cetolactosa positiva (+),

mientras que si no forma un anillo se reporta como 3-cetolactosa negativa (-).

Tabla 4-2: Medio de cultivo para verificar la produccion de 3-
cetolactosa.

Sustancia Contenido en gramos por litro (g/l)
Lactosa 10
Extracto de levadura 1
Agar 20

Fuente: (MOORE et al., 2001)

Realizado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2019
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2.6.5. Caracterizacion molecular

2.6.5.1. Extraccion de ADN

Tomar aproximadamente 50 mg de masa bacteriana en un tubo eppendorf estéril de 1.5 ml con
3 perlas de vidrio; se adiciona 500 pul de buffer de extraccién (2.5% p/v CTAB; 1.4 M NaCl; 20
mM EDTA; 100 mM Tris-HCI, pH: 8) y 2 ul de B-mercaptoetanol. Pulverizar la muestra con
mini BeadBeater dos veces a velocidad maxima para asegurar un buen triturado o lisis mecénica,
se incuba por 30 minutos a 60 °C en bafio maria, homogenizar el contenido del tubo invirtiendo
cada 10 minutos. Se afiade 500 ul de cloroformo frio y se homogeniza en Vortex durante 30
segundos, luego se deja en reposo por unos minutos. Posteriormente se centrifuga los tubos a
14.600 rcf durante 15 a 20 minutos, se debe verificar formacion de una interface visiblemente
marcada, lo que indica una 6ptima separacion de fases, se toma una alicuota de aproximadamente
400 pl del sobrenadante cuidadosamente evitando mezclar las fases, la alicuota se transfiere a
un micro tubo estéril de 1.5 ml y se adiciona un volumen de etanol absoluto frio equivalente al
volumen de sobrenadante obtenido, 150 pl de acetato de sodio 3M y 300 ul de etanol frio al 70%
filtrado para dar paso a la precipitacion del ADN y se deja a -20 °C durante toda la noche.
Centrifugar la muestra a 14.600 rcf por 11 a 17 minutos, se verifica la formacion del pellet al
fondo del tubo para proceder a descartar el sobrenadante, si no se ve la precipitacion del pellet
se elimina cuidadosamente el sobrenadante, se conserva la fase densa que contiene el ADN a
purificar. Realizar dos lavados al pellet con una alicuota de 200 pl de etanol al 70% y eliminar
por inversion, se deja secar el pellet en la cAmara de flujo laminar durante 15 a 20 minutos. Por
ultimo, se resuspende el pellet con 25 pl de agua DEPC, se adiciona 1 pl de RNAsa y se incuba
a 37 °C por 30 minutos, se cuantificar el ADN y almacenar las muestras a -20 °C para su

amplificacién posterior.

2.6.5.2. Purificacion de ADN
El tubo con ADN que no precipitdé se purifico con un Kkit, siguiendo las instrucciones del

fabricante para el protocolo de purificado de ADN a partir de geles usando una centrifuga del kit
PureLink™ Quick Gel Extraction & PCR Purification Combo Kit K220001 de invitrogen.
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2.6.5.3. Cuantificacion de ADN

Se conecta el espectrofotdémetro UV visible NanoDrop 2000 a la fuente de energia y al
computador, se ejecuta el programa NanoDrop 2000 y se elige la opcién acidos nucleicos. Se
empieza por limpiar el pedestal con etanol al 70% y secar con papel liso para limpieza de lentes,
este procediendo se realiza por cada medicion. Se blanquea el NanoDrop con 1 pl de agua DEPC
o buffer de elucion E1, previo a la cuantificacion de ADN obtenido con el método convencional
y con kit de purificacion, respectivamente. Cargar de 1 a 2 pl de la solucién de ADN, medir y
determinar la concentracion y calidad de la muestra en funcion de los valores de ratio 260/280
de 1.8 y ratio 260/230 de 2, en cuanto a la concentracién, idealmente deberia ser de 50 ng/pl
aproximadamente, incluso si se encuentra entre 30 a 100 ng/ul, no representa problemas, para

concentraciones superiores a 100 ng/pl se necesita diluir la muestra.

2.6.5.4. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR).

Se empled ThermoScientific DreamTaq Green PCR Master Mix (2X), se ajustd la mezcla para
un volumen de 25 pl, siguiendo las indicaciones del fabricante y considerando el nimero de
primers usados en dos PCR multiplex diferentes. La master mix para la primera PCR multiplex
consistié en 13 pl DreamTaq Green PCR Master Mix (2X), 1 pl de cada uno de los 4 primers
(A, E, CYT y CYT) descritos por HAAS et al. (1995), 1 pl de BSA aditivo que incrementa el
rendimiento de PCR, 6 pl de agua DEPC libre de nucleasas y 1 pl de templado de ADN. La
master mix para la segunda PCR mdltiplex consistié en 12.5 ul DreamTaqg Green PCR Master
Mix (2X), 1 ul de cada uno de los 5 primers (Uf, B1Rr, B2Rr, AvRr y ArRr) descritos por
PULAWSKA et al., (2006), 1 pl de BSA aditivo que incrementa el rendimiento de PCR, 5.5 pl
de agua DEPC libre de nucleasas y 1 pl de templado de ADN. Para la PCR convencional con
primers para ADNr 16S (27f - 1492r) la master mix consistié en 13 pl DreamTaqg Green PCR
Master Mix (2X), 1.5 ul de cada primer, 1 pl de BSA aditivo que incrementa el rendimiento de
PCR, 7 ul de agua DEPC libre de nucleasas y 1 pl de templado de ADN. Los tubos de PCR se
deben homogenizar por pipeteo, rotular y centrifugar por 30 segundos en microcentrifuga para
eliminar burbujas del fondo del tubo y de la solucién. EI programa de mPCR con primers (A-E)
y (CYT-CYT") consistié en una incubacion inicial a 94 °C por 1 minuto, acompafiada de 40

ciclos de desnaturalizacion a 94 °C, alineamiento a 43 °C y extension a 72 °C por 1 minuto cada
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una, seguidos de una extension final a 72 °C por 5 minutos y posterior enfriamiento a 10 °C, al
tratarse de primers especificos se espera obtener ampliaciones de 338 y 427 pb respectivamente
(HAAS et al., 1995). El programa de mPCR con primers (Uf, B1Rr, B2Rr, AvRr y ArRr)
consistié en una desnaturalizacion inicial a 94 °C por 1 minuto, acompafiada de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por un minuto, alineamiento a 67 °C por un minuto y extension a 72
°C por 1.5 minutos, seguidos de una extension final a 72 °C por 10 minutos y posterior
enfriamiento a 4 °C; al tratarse de primers especificos se espera obtener ampliaciones de 184,
1066, 478 y 1006 pb, respectivamente (PULAWSKA et al., 2006). El programa de PCR con
primers (27f y 1492r) consistié en una desnhaturalizacion inicial a 95 °C por 10 minutos,
acompafiada de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos, alineamiento a 55 °C
por 30 segundos y extension a 72 °C por 45 segundos, seguidos de una extension final a 72 °C
por 10 minutos y posterior enfriamiento a 4 °C; se espera obtener un amplicon de

aproximadamente 1500 pb.

Tabla 5-2: Secuencia de primers empleados en PCR multiplex y PCR convencional.

Primers Secuencia (5°- 3") Posicion Amplicon Referencia
objetivo (pb)

A-E ATGCCCGATCGAGCTCAAGT 1-20 338 (HAAS et
CCTGACCCAAACATCTCGGCTGCCCA 338-313 al., 1995)

CYT-CYT GATCG(G/C)GTCCAATG(C/T)TGT 8867-8884 427
GATATCCATCGATC(T/C)CTT 9293-9276

UFf-Bl1RT GTAAGAAGCGAACGCAGGGAACT 171-193 184 (PULAWSK
GACAATGACTGTTCTACGCGTAA 338-360 Acetal,

UFf-B2RT TCCGATACCTCCAGGGCCCCTCACA 1207-1230 1066 2006)

UFf-AvRT AACTAACTCAATCGCGCTATTAAC 640-662 478

UFf-ArRT AAAACAGCCACTACGACTGTCTT 1150-1173 1006

27 f-1492r AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 8-27 1500 aprox. | (RODICIOy
GGTTACCTTGTTACGACTT 1492-1507 MENDOZA,

2004)

Realizado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2019

2.6.5.5. Revelado por electroforesis en gel de agarosa

Se prepar6 50 ml de un gel de agarosa al 1% en buffer TBE, se adiciona 4 ul de bromuro de
etidio como intercalanté y se vierte en la placa de electroforesis, una vez solidificado, se retiran
los peines, la placa se coloca en la cubeta de electroforesis y se inunda con buffer TBE. En cada
pocillo del gel se cargd 4 ul del producto de PCR de cada tubo, en el primer pocillo se carg6 4

I de un marcador de 100 pb; la electroforesis se corrié a 110 Voltios por 35 minutos, el gel se
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revela en un transiluminador UV, se registro el resultado; los amplicones de interés se enviaron
a Macrogen, Inc., en Corea del Sur para su secuenciacion y posterior analisis de secuencia y
asignacion taxonémica mediante el programa BLAST N del NCBI.
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CAPITULO Il

3. MARCO DE DISCUSION DE LOS RESULTADOS
3.1. Formulacion de medios de cultivo
Los medios de cultivo se formularon de acuerdo a las especificaciones detalladas en

metodologia, el medio de sales AT presento color pardo-amarillento con un pH de 7.1 mientras
que el medio D1 presento color azul-verdoso con valor de pH de 7.3.

3.2. Aislamiento de cepas bacterianas

3.2.1. Crecimiento en medios semiselectivos

Tabla 1-3: Numero de colonias aisladas de dos medios de cultivo semi-selectivos.

Numero de colonias diferenciadas Numero de colonias diferenciadas
Muestra Muestra _
Medio D1 Sales AT Medio D1 Medio D1-E

Tumor 1 1 0 Agalla 1 1 1
Tumor 2 0 5 Agalla 2 1 2
Tumor 3 1 1 Agalla 3 1 1
Tumor 4 2 1 Agalla 4 1 2

4 7 4 6

Realizado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2020

Las placas estriadas con el macerado del tejido tumoral se incubaron durante 7 dias a 28 °C. La
inspeccion visual de crecimiento se llevo a cabo a partir de las 72 horas, tiempo en que cepas de
Agrobacterium tumefaciens tardan en llegar a la fase estacionaria de desarrollo y presentar
colonias diferenciadas; sin embargo, ALIPPI et al., (2011) Y otros autores sostienen que en medios
de cultivo selectivos las colonias pueden tardar en aparecer hasta 7 dias, tiempo que depende de
cada cepa, por lo que es recomendable esperar el desarrollo de aquellas cepas que crecen méas

lentamente.
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El aislamiento se llevd a cabo en dos etapas: el primer aislamiento consistio en utilizar muestras
de tejido tumoral de rosas presuntamente infectadas por Agrobacterium spp. almacenadas en
IDgen, para esta etapa se empled los medios semiselectivos solidos D1- K2TeO3 y sales AT. El
crecimiento en medio D1 adicionado con telurito de potasio y cicloheximida fue muy limitado,
de acuerdo con ALIPPI et al., (2011) se deberia a que la adicion de telurito de potasio confiere mayor
selectividad al medio, incluso al punto de restringir el desarrollo de cepas pertenecientes a
Agrobacterium biovar 2, aunque se conoce que ciertas especies de Rhizobium, Bradyrhizobium
y Synorhizobium también crecen en este medio; el crecimiento se reportdé a los 7 dias,
observandose algunas colonias muy pequefias que se confundian con los fragmentos del
macerado vegetal depositados en la superficie del medio, dificultando la caracterizacion
macroscépica de colonias. EI medio de sales AT promovid el desarrollo de colonias en mayor

cantidad y en menor tiempo, evidenciandose el crecimiento a los 3 dias.

El segundo aislamiento se llevd a cabo luego de aplicar las pruebas bioquimicas y moleculares a
los primeros aislados bacterianos y haber obtenido resultados no satisfactorios habiéndose
empleado muestras ingresadas recientemente a la coleccion de muestras de IDgen. Con el fin de
promover el crecimiento bacteriano en medio selectivo D1, se emple6 una etapa previa de
enriquecimiento selectivo en caldo D1 por 72 horas, de acuerdo a las consideraciones hechas por
LOPEZ et al., (1997), luego de la incubacion se evidencié un cambio de color en los tubos, tres de
los tubos incluido en control positivo presentaron un color verde olivo claro, un tubo se mantuvo
de color azul y otro present6 un color azul intenso o grisaceo. Las placas inoculadas con el
macerado vegetal pre-enriquecido presentaron un buen crecimiento, y a partir de las 72 horas de

incubacion se obtuvieron colonias aisladas y diferenciadas.

En total se recuperaron 21 cepas bacterianas: 11 del primer aislamiento, que incluyeron cepas que
fueron resembradas en D1 a partir de colonias aisladas de agar AT y del macerado de agalla, y
10 cepas del segundo aislamiento; todas fueron transferidas a medio LB sélido suplementado con
cicloheximida mediante la técnica de estria cruzada y repique en cuadricula, realizandose entre 3
a 5 repiques. Las cepas fueron caracterizadas morfoldgicamente y almacenadas en refrigeracion

a 4 °C para su posterior caracterizacion bioquimica.
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Las caracteristicas morfoldgicas de aquellos aislados son descritas en el apartado de morfologia,
en la tabla 2-3.

3.2.2. Resiembray capacidad de crecimiento en medio D1

Tras la caracterizacion morfoldgica de los aislados transferidos y purificados en LB, se
descartaron 4 de las 7 cepas obtenidas en el primer aislamiento debido a que luego de la tincion
Gram se evidencié que no cumplian con la morfologia esperada para el género Agrobacterium,
es decir, no correspondieron a bacilos Gram (-) mientras las cepas que si correspondieron a
bacilos Gram negativos procedieron inicamente de colonias aisladas del medio de sales AT y no
de D1, como era de esperarse por tener mayor selectividad para A. tumefaciens. Se realizd una
resiembra de las 3 cepas en medio D1 para verificar su capacidad de crecimiento en este medio,
ademas, se volvio a inocular las muestras del macerado utilizado en la primera siembra,
obteniéndose un total de 7 colonias diferenciadas: 2 provenientes del macerado del tumor 4, 2
correspondientes a la cepa T2AT1-1LB, 2 correspondientes a la cepa T2AT1-2LB y una
correspondiente a la cepa T2AT2-LB; estas colonias se caracterizaron por ser circulares,
brillantes, convexas, de borde entero mas claro, de color entre marrén y verde oliva obscuro. Las

nuevas cepas se incluyeron para la caracterizacion bioguimica.

El medio D1 se elabor6 segin la formulacién descrita por la mayoria de autores, sin la adicion de
telurito de potasio; si bien es cierto que esta sustancia ejerce presion selectica y confiere un color
caracteristico a las colonias de Agrobacterium, conforme a lo indicado por MOUGEL et al., (2001)
se esperaba que dichas colonias presenten color negro metélico, sin embargo, las colonias
desarrolladas en D1-K2TeO3 presentaron un color verde olivo obscuro. Hay que mencionar que
no se dispone de suficiente bibliografia en donde se describa la morfologia exacta de las colonias
de A. tumefaciens que crecen en D1-K2TeO3. Segun ALIPPI, (2011) el telurito de potasio se
implementd en la composicion del medio D1 y presentd buenos resultados, por otro lado, la
capacidad para tolerar este componente es variable y podria impedir el crecimiento de cepas de

Agrobacterium sensibles a la dosis de telurito de potasio dispensada al medio.
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Gréfico 1-3: Cepas bacterianas obtenidas en dos etapas de aislamiento con medios semiselectivos: sales AT,
D1-K2TeO3, D1y D1 pre-enriquecido.

Realizado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2020
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3.3. Caracterizacion morfoldgica

3.3.1. Morfologia macroscépica

Los aislados transferidos a agar Luria Bertani se seleccionaron a partir de las colonias
desarrolladas en medios semiselectivos. Se usé el medio minimo AT como medio semiselectivo
para el aislamiento de A. tumefaciens, en este medio suelen adicionarse opinas como fuente de
carbono en conjunto con manitol y/o sulfato de amonio para satisfacer los requerimientos de C/N,
de acuerdo a KIM y FARRAND, (1996) A. tumefaciens tiene la capacidad de usar opinas como
sustrato selectivo, al no disponer de opinas el medio fue suplementado Unicamente con manitol
y sulfato de amonio. No se encontrd referencias respecto a la morfologia que presentan las
colonias de Agrobacterium spp. en este medio y se seleccionaron colonias circulares, con borde
entero, convexas, superficie lisa, color entre blanco, beige y amarillento opaco, consistencia
viscosa, translucidas u opacas. El otro medio usado fue agar semiselectivo D1, segin (ALIPPI etal.,
2011; OH, 2014; GUPTA etal., 2015) la morfologia esperada para cepas de Agrobacterium tumefaciens
en D1 corresponderia a colonias con borde entero, convexas de superficie lisa, con coloracién
entre marrén-amarillento a verde-oliva obscuro, bordes color amarillo-verdoso mas claros,

consistencia viscosa, translucidas y brillantes.

Las cepas A. tumefaciens biovar 1 crecen vigorosamente en agar luria Bertani, mientras que las
de biovar 2 pueden tener crecimiento restringido por el alto contenido de sal del medio, en dicho
medio las colonias de Agrobacterium tumefaciens son convexas brillantes de forma circular con
borde entero, despigmentadas de apariencia blanca a beige o rosa pélido, en medios con alto
contenido de carbohidratos presentan consistencia mucosa debido a la abundante produccion de

exopolisacaridos (MATTHYSSE, 2006).

La morfologia que presentaron los clones cultivados en agar LB tras la incubacion a 28°C por 72
horas corresponde con la descrita anteriormente, a excepcion de las cepas: T1D1-2LB, T3D1-
1LB, A2D1ELB8 y A3D1ELB10 que no se presentaron traslucidas brillantes sino mas bien
opacas, la cepa T3D1-1LB es la que menos concuerda con la morfologia de colonia para A.

tumefaciens por lo que se sospecha que estas cepas no sean miembros de este género.
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Tabla 2-3: Caracterizacion morfolégica macroscdpica de colonias aisladas con medios semi

selectivos.

3 <
c © 3 = g
(4o} (<5} o o - c e r—
o e o 5] = o ] @ £
Cadigo de cepa s 5 g & S a = 5
s @ 2 s ) 2 s 5
Ll 7] Q : 5
(@) =} -

J
T1D1-2LB C E Co L B \Y (0] (0]
T2AT1-1LBD1-1 C E Co L B Vv Tr Br
T2AT1-1LBD1-2 C E Co L B Vv Tr Br
T2AT1-2LBD1-3 C E Co L B \Y Tr Br
T2AT1-2LBD1-4 C E Co L B \Y Tr Br
T2AT2-LBD1-8 C E Co L B \Y Tr Br
T3D1-1LB Ir (0] P L B \Y (0] 0]
T3AT2LB C E Co L B \Y Tr Br
T4AT2LB C E Co L B \Y Tr Br
T4D1-LB6 C E Co L B \Y Tr Br
T4D1-LB7 C E Co L B \Y Tr Br
A1D1LB3 C E Co L B \Y Tr Br
A2D1LB4 C E Co L B \Y Tr Br
A3D1LB5 C E Co L B \Y Tr Br
A4D1LB6 C E Co L B \Y Tr Br
Al1D1ELB7 C E Co L oC \Y/ Tr Br
A2D1ELBS C E Co L ocC \Y% (6] Br
A2D1ELB9 C E Co L B \Y% Tr Br
A3D1ELB10 C E Co L BH \Y/ (0] Br
A4DI1ELB11 C E Co L oC \Y/ Tr Br
A4D1ELB12 C E Co L B \Y% Tr Br

Realizado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2020

Forma: Circular (C); Irregular (Ir)

Borde: Entero (E); Lobulado (Lo); Ondulado (O)

Elevacion: Convexa (Co); Pulvinada (Pu); Plana (P)

Superficie: Lisa (L); Rugosa (Ru)

Color: Blanca (B); Ocre Claro (OC); Blanco hueso (BH); Beige (Be)
Consistencia: Viscosa (V); Cremosa (Cr)

Luz Transmitida: Translucida (T); Opaca (O)

Luz Reflejada: Brillante (Br); Opaca (O)
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3.3.2. Morfologia microscdpica.

Tabla 3-3: Caracterizacion morfoldgica microscopica de cepas
presuntas de A. tumefaciens.

Cadigo de cepa Forma Tincién Gram
T1D1-2LB Cocos -
T2AT1-1LBD1-1 Bacilos -
T2AT1-1LBD1-2 Bacilos -
T2AT1-2LBD1-3 Bacilos -
T2AT1-2LBD1-4 Bacilos -
T2AT2-LBD1-8 Bacilos -
T3D1-1LB Cocos +
T3AT2LB Bacilos +
T4AT2LB Cocos -
T4D1-LB6 Bacilos -
T4D1-LB7 Bacilos -
A1D1LB3 Bacilos -
A2D1LB4 Bacilos -
A3D1LB5 Bacilos -
A4D1LB6 Bacilos -
Al1DI1ELB7 Bacilos -
A2D1ELB8 Bacilos -
A2D1ELB9 Bacilos -
A3DI1ELB10 Bacilos -
A4DI1ELB11 Bacilos -
A4DI1ELB12 Bacilos -

Realizado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2020.

i 10
o
8 8
[}
© 6
= 4
£
S N
z 0
Bacilos Cocos Bacilos Cocos
Primer Aislamiento Segundo Aislamiento
m Gram (-) 7 2 10 0
m Gram (+) 1 1 0 0

Griéfico 2-3: Clasificacion bacteriana mediante tincion Gram.

Realizado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2020.
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La caracterizacion microscopica consistio en la aplicacion de tincion Gram, una de las técnicas
basicas méas importantes a la hora de caracterizar bacterias y consiste en aplicar colorantes que
permitan visualizar y diferenciar la morfologia celular en base a la forma y al contenido de
peptidoglucano de la pared celular bacteriana; entre el primer y segundo aislamiento se reuni6 un
total de 21 cepas, 17 correspondieron a bacilos Gram negativos y se visualizaron dispuestas en
pares o aisladas cumpliendo con los rasgos tipicos de A. tumefaciens, estas cepas se conservaron
en refrigeracion mientras que las demas fueron excluidas de la posterior caracterizacion

bioquimica.

3.4. Caracterizacion bioquimica

Tabla 4-3: Caracterizacion bioquimica de cepas presuntas de A. tumefaciens.

. B 8 SIM g 8 g
Codigo de cepas é é % Motilidad £ E g
o 28 °C 35°Cc | O @ o

AT GU3103 1 + - - n - "
ATGU3103 2 + - - - n n - :
T2AT1-1LBD1-1 + + - - - - + -
T2AT1-1LBD1-2 + + - - - n + -
T2AT1-2LBD1-3 + + + R - T T ;
T2AT1-2LBD1-4 + R + R ; - : ;
T2AT2-LBD1-8 + + R - - - + -
T4D1-LB6 + + - - T - n 3
T4D1-LB7 + + - - T + + :
A1D1LB3 + R + R + T : ;
A2D1LB4 + - n - n n " :
A3DI1LB5 + + R - - - - -
A4D1LBS| - R + - n n + )
A1DIELB7 + + - - T T - :
A2DI1ELBS + + - - + T - :
A2D1ELB9 + R - - - - + -
A3D1ELB10 + + R - - - - -
A4DIELB11 - - + R + - T -
A4DI1ELB12 + - + R ; T : ;

Realizado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2020
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La tabla 4-3 muestra un total de 17 cepas reunidas entre el primer y segundo aislamiento, mas 2
cepas que fueron usadas como control positivo, las dos cepas se obtuvieron luego se inocular la
cepa control ATGU3101 “A” sobre medio D1 y obtener dos tipos de colonias. Los aislados y
cepas control se sometieron a un conjunto minimo de ocho pruebas bioquimicas, dentro de estas
se incluyé dos pruebas de lectura inmediata (catalasa y oxidasa) y seis pruebas que requerian de
incubacion, tres de estas fueron pruebas generales (produccién de H2S, motilidad a 28 y 35 °C)
y tres fueron especificas (aclaramiento acido en PDA-CaCQO3, tolerancia al telurito de potasio y
produccién de 3-cetolactosa), estas Gltimas permitieron dar un acercamiento a la asignacion del

género y facilitaron la seleccion de clones para la caracterizacion molecular final.

Las pruebas bioguimicas permiten indagar la taxonomia de un microorganismo, generalmente se
logra determinar su género, en algunos casos se puede llegar a identificar su especie, de acuerdo
a MOORE et al., (2001) existe un conjunto de pruebas bioguimicas capaces de asignar la especie 0
biovar de forma confiable a las cepas de Agrobacterium (tabla 2-1); sin embargo, en vista que no
se disponia de todas las sustancias se eligio ocho pruebas en base a los reactivos disponibles y a

las pruebas mas citadas en bibliografia, los resultados de su aplicacién se detallan en el siguiente

gréfico.

20

N
N A~ O

Pruebas bioquimicas
=
o

8

6

4

2

0

Catalasa Oxidasa PDA-CaCO3 Motilidad Motilidad Telurito de 3-Cetolactosa
(28°C) (35°C) potasio
SIM

uNo Cumplen 2 9 7 0 9 9 8 19
= Cumplen 17 10 12 19 10 10 1 0

Gréfico 3-3: Resultados de la caracterizacion bioquimica de 19 cepas putativas de A. tumefaciens.
Realizado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2020
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Las pruebas de lectura inmediata consistieron en verificar la produccién de catalasa y oxidasa,
ambas pruebas permiten identificar a bacterias dependientes y/o tolerantes a oxigeno, por su parte
la catalasa actia como antioxidante eliminando el perdxido de hidrogeno derivado del
metabolismo oxidativo de carbohidratos, mientras que la oxidasa participa en la cadena
respiratoria donde el oxigeno es el aceptor final de electrones. De las 19 cepas analizadas, 15
clones y las 2 cepas control dieron positivo a la produccion de catalasa, mientras que solo 10 de
los aislados dieron positivo a la produccion de oxidasa, sin embargo, las cepas control dieron
negativo a la produccion de oxidasa. Generalmente A. tumefaciens es oxidasa positiva, no
obstante, estos resultados estan acorde a lo planteado por YOUNG et al., (2015) donde indica que
Agrobacterium es totalmente dependiente de oxigeno, aungue la mayoria de cepas son capaces
de proliferar en entornos con baja disponibilidad de oxigeno, como dentro del tejido vegetal,
ademas, algunas cepas actlian como anaerobias en presencia de nitratos, de manera que una cepa
de Agrobacterium tumefaciens no necesariamente deberia ser positiva a la prueba de catalasa y/o

oxidasa (TIWARY et al., 2007).

La prueba de produccién de H2S y motilidad se llevé a cabo en medio semisélido SIM, de las 19
cepas sembradas ninguna presento ennegrecimiento del medio, indicando que no son productoras
de acido sulfhidrico, estos resultados estan acorde con TIWARY et al., (2007) donde se describe las
caracteristicas bioquimicas de dos cepas identificadas como A. tumefaciens que dieron negativo

a la produccién de H2S.

En cuanto a motilidad, se obtuvieron 10 cepas que dieron positivo para cada temperatura de
incubaciodn, sin embargo, las cepas que dieron positivo a motilidad a 28 °C no se correspondieron
totalmente con las que fueron positivas para motilidad a 35°C, tal como sucedi6 con la cepa
control ATGU3101-1 que dio positivo a motilidad a 28 °C, pero negativo para motilidad a 35 °C,
el objetivo de verificar la motilidad a dos temperaturas de incubacién en medio semisélido se
debe a que la temperatura puede facilitar o inhibir la motilidad; de acuerdo a YOUNG et al., (2015)
Agrobacterium spp., presenta de 1 a 4 flagelos peritricos que permiten su motilidad en medio
semisolido con pH 7. Ademas, las cepas de Agrobacterium tumefaciens pueden crecer a 35 °C,

de manera que también se pudo verificar si los clones cumplian con esta condicion.
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La prueba de PDA-CaCO3 se usa para distinguir Agrobacterium biovar 2 de los demés biovares,
se basa en la formacién de un anillo trasparente alrededor de las colonias en medio PDA
suplementado con carbonato de calcio, caracteristica tipica del metabolismo de la glucosa de A.
rhizogenes. Sin embargo, se decidio incluirla aqui en vista que A. tumefaciens no produce la
cantidad suficiente de acido para disolver el carbonato de calcio del medio y por ende no es capaz
de formar el halo de aclaramiento acido (MOORE et al., 2001; HWANG et al., 2013). De las 19 cepas
probadas 12 incluyendo las 2 cepas control dieron negativo a la prueba de aclaramiento acido, lo
gue sefialaba a estas cepas como buenas candidatas a ser incluidas en el biovar 1 de A.

tumefaciens.

Inicialmente se pensaba usar el telurito de potasio como componente del medio D1 para el
aislamiento, pero en vista que este objetivo no tuvo éxito se optd por usarlo en la caracterizacion
bioquimica; para esta prueba se empled medio YEM suplementado con K2TeO3 a 60 ppm, esta
prueba permite identificar cepas del género Agrobacterium que son capaces de crecer tolerando
latoxicidad del telurito de potasio, reduciéndolo a telurito metélico y confiriéndole un color negro
a los depésitos bacterianos. La cepa control ATGU3101-1 y 10 de los aislados crecieron y
presentaron la morfologia antes descrita en YEM-K2TeO3, estos asilados serian buenos
candidatos de pertenecer a A. tumefaciens, por otro lado, la presunta cepa control ATGU3101-2
fue negativa dando a sospechar que no se trataria de Agrobacterium sino de otra especie
bacteriana que habria contaminado la placa que contenia el control positivo, ademas, se sabe que
otros miembros de la familia Proteobacteria (Rhodobacter spp., Rhodopseudomonas palustris,
Bradyrhizobium spp., y Rhizobium spp.) toleran el telurito de potasio y presentan colonias
circulares de color negro brillante, por lo que es necesario realizar otras pruebas que sustenten la

identidad de los aislados telurito de potasio positivos (MOUGEL et al., 2001; OH, 2014).

La prueba de produccién de 3-cetolactosa es sin duda la méas recurrente en bibliografia debido a
su confiabilidad a la hora de distinguir Agrobacterium tumefaciens (biovar 1) tanto de otros
géneros como de otras especies que integran el género Agrobacterium (ALIPPI etal., 2011; FINER et
al., 2016). El biovar 1 tiene la particularidad de producir 3-cetoglucosidos como la 3-cetolactosa
que tiende a acumularse en el medio al contorno de las colonias. Para probar la presencia de la
3-cetolactosa se afiadié aproximadamente 2 ml de reactivo de Benedict a la placa, cubriendo

cuidadosamente la masa bacteriana y dejando en reposo, la prueba se considera positiva cuando
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se forma un anillo color rojo ladrillo tras 2 horas de incubacion; de las 19 cepas probadas ninguna
logro dar positivo a este ensayo, incluso las 2 presuntas cepas control fueron 3-cetolactosa
negativas; lo que podria deberse a que las cepas control sean capaces de metabolizar la 3-
cetolactosa como fuente de carbono dando falsos negativos como lo indica JANSSENS et al., (1983),
donde se reporta cepas fidedignas de A. tumefaciens que consumian la 3-cetolactosa; en cuanto a
los aislados se sospecha que no se tratasen de Agrobacterium tumefaciens, no obstante,
considerando que se requiere de mas pruebas bioquimicas para poder dilucidar si corresponde al
biovar de interés, seria prematuro descartar los aislados sin someterlos a caracterizacién

molecular para confirmar dicha suposician.

Con la aplicacion de pruebas bioguimicas se pretendia discriminar entre cepas presuntas de
Agrobacterium tumefaciens de otras cepas de saprobios del suelo como: Rhizobium, Erwinia y
Pseudomonas que se encuentran comunmente asociados a la rizosfera y al rizoplano de cultivos
de interés comercial. Particularmente, FAIST et al., (2016) reporta una cepa de Pseudomonas putida
gue posee un metabolismo versatil que le permite consumir el acido indol-3-acético (IAA) como
fuente de carbono, ademas de otras especies del género que son capaces de metabolizar las opinas,
posibilitando que estas bacterias colonicen las agallas, dichas bacterias también son capaces de
desarrollar en medio semi-selectivo D1. La dificultad para discriminar entre posibles cepas de A.
tumefaciens de la microbiota foranea asociada a la agalla de la corona se debié a que ninguna de
las cepas de trabajo incluido las cepas control cumplieron con el total de rasgos bioquimicos
reportados en bibliografia, por otro lado, teniendo en cuenta que Agrobacterium biovar 1 es un
grupo bastante heterogéneo que abarca la mayoria de miembros de este género es habitual que
las cepas salvajes presenten diferencias en una o varias de sus caracteristicas bioquimicas con

respecto a lo indicado por YOUNG et al., (2015).

Finalmente se procedi6 a la selecciéon de clones para la caracterizacion molecular, donde se
escogio 9 cepas, 3 del primer y 6 de segundo aislamiento respectivamente, se tomaron aquellas
que cumplieran con al menos 5 de las 8 caracteristicas bioquimicas que se esperaban para cepas

de Agrobacterium tumefaciens.
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Al observar la ambigliedad de los rasgos bioquimicos de la presunta cepa control de A.
tumefaciens y considerando que se hallé contaminacion por cocos y estreptococos, se intentd
recuperar la cepa control mediante purificacion a partir de las colonias crecidas en agar D1,
obteniéndose 2 cepas morfolégicamente distintas correspondientes a bacilos Gram negativos y
aungue no cumplieron satisfactoriamente con el total de pruebas bioquimicas se incluyeron como

cepas de referencia para la siguiente etapa de caracterizacién molecular.

3.5. Caracterizacion molecular

3.5.1. Cuantificacion de ADN

Tabla 5-3: Matriz de determinacién de concentracién y calidad del ADN.

ID muestra Concentracion A260 (Abs) A280 (Abs) 260/280 260/230
ng/ul
ATGU3103A 1 (130E1) 3,802 3,349 1,14 0,41
PAT02 550,2 11,004 5,568 1,98 1,9
PATO06 525 10,5 5,385 1,95 1,75
PATO7 409,7 8,194 4,289 191 1,37
ATGU3103A_2 33,3 0,665 0,324 2,05 11
PATO1 60,3 1,205 0,605 1,99 1,36
PATO03 91,3 1,825 0,91 2,01 1,92
PATO08 84,3 1,687 0,846 1,99 1,78
LB4 54,9 1,098 0,722 1,52 0,48
LB7 338,8 6,775 3,388 2 0.49
LB8 56 1,121 0,701 1,6 0,59

Realizado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2020

La tabla 5-3 recopila los valores de concentracion de ADN qué se encuentran entre 33,3 y 550,2
ng/ul e indices de pureza entre 1,14 a 2,05y 0,41 a 1,92; segiin DESJARDINS y CONKLIN, (2010),
para que el ADN sea considerado de buena calidad debe presentar valores de 1,8 y 2 para los
ratios 260/280 y 260/230 respectivamente, para valores de ratio 260/280 inferiores a 1,8 se
atribuye interferencia por proteinas y compuestos fendlicos, mientras que si su valor es mayor a
1,9 la contaminacién se debe a la presencia de ARN o nucledtidos libres, para valores de ratio
260/230 inferiores a 1,8 se atribuye la contaminacién por reactivos de extraccion y carbohidratos,
con los valores de ratio 260/280 expuestos en la tabla podemos suponer que existe contaminacion

con ARN, mientras que los valores de ratio 260/230 indicarian contaminacién por carbohidratos,
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considerando que las colonias presentaron alta produccion de exopolisacaridos, lo que se
evidenci6 en el proceso de extraccion debido a que no se tuvo una separacion de fases eficiente,
necesitando mas etapas de centrifugacion; incluso las dos muestras control y la muestra LB7
requirieron de purificacion con kit PureLink™ Quick Gel Extraction & PCR Purification Combo

Kit K220001 de invitrogen.
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Graflco 4-3: Espectrofotograma de ADN de PAT08 medida a 260 nm con NanoDrop 2000.

Realizado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2020

3.5.2. Producto de PCR para la region virD2 e ipt

Tanto los primers que amplifican en la regién de genes virD2 e ipt actlan sobre regiones
conservadas del plasmido Ti, los primers virD2 corresponden a una region conservada que
codifica para la endonucleasa que escinde el ADN-T, mientras que los primers de ipt pertenecen
a la regién de oncogenes que codifica la isopentenil transferasa, responsable de la
sobreproduccion de hormonas vegetales causantes de la formacién de la agalla, de tal manera que
con los primers (A-E) de virD2 se amplificara una banda de 338 pb para cualquier cepa de los 3
biovares virulentos de Agrobacterium, mientras que con los primers (CYT-CYT') de ipt se
amplificara una banda de 427 pb Gnicamente para cepas de A. tumefaciens. Para el revelado de

amplicones se us6 un marcador de peso molecular de 100 pb, ni el control positivo ni las muestras
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PATO02 y PATO6 presentaron algin producto de amplificacion; no obstante, la muestra PAT07
revelé un amplicon de aproximadamente 750 pb. HAAS et al., (1995) indicd la presencia de un
producto de PCR de origen desconocido de 730 pb aproximadamente en una PCR mdaltiple que
se llevo a cabo con la cepa de A. tumefaciens IL20 y primers ipt (CYT-CYT") y virD2 (A-E), de
manera que el amplicon obtenido en nuestra PCR multiplex podria corresponder a un producto
inespecifico procedente de una cepa salvaje Agrobacterium tumefaciens.

Ladder

3000 pb

1200 pb

750 pb aprox.
500 pb

100 pb

Figura 1-3: Revelado del producto de mPCR en gel de agarosa al 1%.
Pacillo 1, marcador; pocillo 2, control positivo; pocillos de 3 a 5, PATO02,
PATO06 y PATO7 respectivamente, en el pocillo 5 existe un amplicon de 750

pb aproximadamente.
Realizado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2020

En vista que la cepa control ATGU3101A_1 no amplifico, y que la cepa PATO7 produjo un
amplicén no esperado de aproximadamente 750 pb, se pensé que el resultado obtenido con la
cepa control se habria debido a dos razones: la primera, que el ADN no sea de buena calidad lo
cual tiene sentido considerando los datos espectrales de la tabla 5-3 y la segunda que la muestra
de ADN de la cepa control no pertenezca Unicamente a A. tumefaciens, pudiendo asi el ADN
foraneo inhibir la amplificacion. En el segundo caso se debia verificar si el amplicon encontrado
pertenecia a A. tumefaciens. Para ello la cepa control y la cepa PAT07 fueron sometidas a una
PCR convencional con primers universales de ADNr 16S (27f y 1492r); como era de esperarse

no se detectd ningun producto de amplificacion para la cepa control confirmando que la calidad
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del ADN no era lo suficientemente buena para permitir su amplificacion, mientras que la cepa
PATO7 si produjo un amplicén de aproximadamente 1500 pb, tipico producto de amplificacion
del ADNr 16S con primers universales empleados en identificacion bacteriana (RODICIO y
MENDOZA, 2004). El producto de PCR se envié a Macrogen para su secuenciacion y posterior
identificacion mediante alineamiento de secuencias con la herramienta BLAST N del NCBI.

Ladder

3000 pb

1500 pb aprox.
1200 pb poap

500 pb

100 pb
Figura 2-3: Revelado del producto de PCR en gel de agarosa al 1%o.

Pocillo 1, marcador de 100 pb; pocillo 2, control positivo
ATGU3101_1; pocillo de 3, muestra PATO7, presenta un amplicon de
1500 pb aproximadamente.

Realizado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2020

3.5.3.  Producto de PCR para la region del ADNr 23S

La PCR mdltiple conto con un conjunto de 5 primers, un primer universal directo UFf y 4 primers
antisentido B1Rr, B2Rr, AvRr, ArRr, disefiados de acuerdo a las diferencias en la secuencia del
ADNr 23S, la particularidad de esta PCR es que permite identificar simultaneamente el biovar
1, biovar 2, A. vitis y A. rubi, mediante productos de amplificacion de 184 pb, 1066 pb, 478 pb y
1006 pb respectivamente (PULAWSKA et al, 2006). Esta PCR se llevo a cabo con las cepas
ATGU3103A_2, PATO01, PATO3, PATO0S, LB4, LB7 y LB8.

Para el revelado se usdé marcador de peso molecular de 100 pb, se usé la cepa ATGU3101A 2
como presunto control positivo. Sin embargo, no se evidencio la presencia de amplicon en
ninguno de los carriles, ni siquiera en el carril donde se carg6 el presunto control positivo pese a

que la concentraciény calidad del ADN de este fue aceptable. Teniendo en cuenta la especificidad
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y sensibilidad de esta PCR multiplex para discriminar entre 4 especies Agrobacterium y al no
haber obtenido ningan producto de amplificacion tanto con las cepas de trabajo como con la cepa
control se decidi6 no catalogar a estas cepas como miembros del género Agrobacterium, basado
en este resultado y en los hallazgos de las pruebas bioquimicas se puede estar seguro de que no

se tuvo éxito en el aislamiento de Agrobacterium tumefaciens.

Ladder

3000 pb

1200 pb

500 pb

100 pb
Figura 3-3: Revelado del producto de mPCR en gel de agarosa al 1%. Pocillo 1,

marcador; pocillo 2, control positivo ATGU3103A _2; pocillos de 3 a 7, PATO1,
PATO3, PAT08, LB4, LB7 y LB8 respectivamente, no se ve producto de
amplificacion.

Realizado por: Tandapilco Llumitaxi, Wladimir, 2020

3.5.4. Secuenciacién de la cepa PAT07

El producto amplificado con primers 27f y 1492r de la cepa PATO7 fue enviado a Macrogen Inc.,
en Corea del Sur para su secuenciacion. La secuencia de la cepa PATO07 se analizé mediante el
alineamiento de secuencias con la herramienta BLAST N del NBCI, presentando un 95% de
cobertura equivalente a un 98.44% de identidad con respecto a la cepa ATCC 12633 de
Pseudomonas putida, de hecho la cepa PATO7 presentd las caracteristicas morfoldgicas y
bioguimicas tipicas de Pseudomonas putida, es decir: bacilos Gram negativos motiles, positivos
para catalasa y oxidasa, tolerantes al telurito de potasio y negativo para la produccién de H2S,

aclaramiento &cido en PDA-CaCO3 y 3-cetolactosa.
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La presencia de Pseudomonas spp., dentro de la agalla de la corona no es inusual dado que se
trata de una bacteria enddfita que permite la formacion de cristales de hielo provocando lesiones
desde dentro del tejido vegetal; este es uno de los factores que facilita la infeccion de plantas por
A. tumefaciens, ademas los tumores constituyen un entorno vital enriquecido con opinas y
fitohormonas id6neo para la proliferacion de bacterias que metabolizan estas sustancias ya que la
agalla le confiere estabilidad y permite el incremento de la microbiota central de la agalla de la
corona, como lo indica FAIST et al., (2016) en su estudio referente a la microbiota asociada a la
enfermedad de agalla de la corona, donde demuestra que si bien es cierto que estas bacterias no
facilitan la infeccion por Agrobacterium tumefaciens en plantas de Vitis vinifera si que se

benefician del ambiente de la agalla de la corona.
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CONCLUSIONES

e Se aislaron un total de 21 cepas bacterianas a partir de muestras de tejido de agallas de la
corona de rosas proporcionadas por IDgen empleando los medios semiselectivos solidos D1,
D1-K2TeO3 y medio minimo de sales AT. De los 21 aislados, 11 corresponden a las cepas
obtenidas de la siembra en D1 suplementado con telurito de potasio, de la siembra en medio
de sales AT, como también las cepas obtenidas de la resiembra en medio D1 a partir de
muestras de macerado tumoral de rosas que fueron conservadas en refrigeracion en las
instalaciones de IDgen. Las 10 cepas restantes fueron recuperadas mediante un segundo
aislamiento en medio D1 a partir de muestras frescas de tejido tumoral, con o sin el empleo

de una fase previa de enriquecimiento selectivo en caldo D1.

e Las 21 cepas aisladas fueron caracterizadas morfolégicamente. Todas a excepcion de una,
presentaron colonias con morfologia conforme a la esperada para Agrobacterium tumefaciens
en medio s6lido Luria Bertani de acuerdo a lo reportado en bibliografia y comparada con la
cepa control ATGU3101A. En la caracterizacién microscépica se encontraron 17 cepas que
correspondieron a bacilos Gram negativos, 7 del primero y 10 de segundo aislamiento,
respectivamente, las 4 cepas excluidas se obtuvieron Unicamente del primer aislamiento, una
correspondié a bacilos Gram positivos, otra correspondié a cocos Gram positivos y dos
Gltimas fueron cocos Gram negativos. Las 17 cepas procedentes de la caracterizacion
microscopica se analizaron mediante 8 pruebas bioquimicas, donde ninguna de las cepas,
incluidas las de control, cumplieron con el total de estas pruebas; resultd inusual que ninguna
de las cepas dieran positivo para la prueba de produccién de la 3-cetolactosa, una eficiente
prueba bioquimica para identificar A. tumefaciens, lo que llevé a sospechar que los aislados
correspondian a otras bacterias que suelen estar asociadas a la agalla de la corona de las rosas,
como es el caso de especies de Rhizobium, Pseudomonas o Erwinia; en cuanto a las cepas
control pusiera deberse a la capacidad de consumir la 3-cetolactosa por miembros de esta
especie. Para probar estos planteamientos fue necesario someter los aislados y cepas control

a PCR para su identificacion molecular.
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Tras constatar que ninguna de las cepas presentd caracteristicas bioquimicas que
correspondan totalmente con lo esperado para A. tumefaciens, se eligio 9 cepas, 3 del primer
aislamiento y 6 del segundo aislamiento, para verificar si alguna pertenecia al género
Agrobacterium mediante amplificacion por PCR multiplex con primers especificos para A.
tumefaciens, encontrandose que Unicamente la cepa PATOQ7 presentd un amplicén
inespecifico de aproximadamente 750 pb con primers virD2 e ipt. Tras la secuenciacién
parcial del ADNr 16s de esta cepa se determind que correspondia con un 98,44% de identidad
alacepa ATCC 12633 de Pseudomonas putida, una bacteria saprofita oportunista que abunda
en la rizosfera donde actia descomponiendo la materia organica y que por su versatilidad
metabolica es capaz de consumir como fuente de carbono las opinas y otros metabolitos que
se acumulan al interior de los tumores causados por la infeccion de Agrobacterium spp., por
lo tanto, es muy probable que no se tenga éxito al intentar aislar Agrobacterium tumefaciens
a partir de tumores maduros o en estado necrético; por el contrario, la poblaciéon de A.
tumefaciens tiende a disminuir a medida que los tumores envejecen y son colonizados por

microorganismos saprofitos.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar el aislamiento con un mayor nimero de muestras, recordando que es
de vital importancia que estas sean recolectadas en etapas tempranas del desarrollo del tumor
ya que la poblacion de Agrobacterium tiende a disminuir a medida que el tumor envejece
mientras que otras especies de Pseudomonas y Rhizobium proliferan con facilidad en su
entorno, lo que dificulta mucho el aislamiento de Agrobacterium tumefaciens. También se
puede usar muestras de suelo rizosférico ya que el suelo es una fuente de Agrobacterium spp.,
debido a que es donde se depositan los restos necroticos de las plantas infectadas, donde el

inoculo se disemina con facilidad hacia cultivos cercanos.

Se recomienda usar el medio semiselectivo D1 junto con otros medios pudiendo uno ser
selectivo y otro general para crecimiento y diferenciacion de Agrobacterium, con una etapa
previa de enriquecimiento selectivo y el uso de una o varias cepas control certificadas para
poder establecer la morfologia exacta que presenta Agrobacterium tumefaciens sobre los
distintos medios de cultivo y asi discriminar con confianza otros microorganismos asociados
a los tumores que produce A. tumefaciens. También, se deberia incrementar el nimero de
pruebas de caracterizacion bioquimica como una prueba de diferenciacion de Pseudomonas
spp. en medio B de King, 0 a su vez implementar un sistema de pruebas bioquimicas con
placas de microtitulacion, en conjunto con pruebas de patogenicidad en discos de papa o de
zanahoria que requieren poco tiempo y confieren mayor precisién en la caracterizacion

bioquimica de cepas virulentas salvajes de A. tumefaciens.
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Se recomienda realizar la caracterizacion molecular unicamente a las cepas que tengan al
menos un 80% de correspondencia con las propiedades bioguimicas reportadas en
bibliografia para A. tumefaciens. También se pueden incluir aguellas cepas negativas para la
prueba de produccién de 3-cetolactosa, siempre y cuando cumplan satisfactoriamente con el
resto de las pruebas bioguimicas, debido a que existen cepas de A. tumefaciens bien
identificadas que son 3-cetolactosa negativas, y de ser el caso se podria perder la oportunidad
de identificar un nuevo miembro de este biovar. En cuanto a los primers empleados, es
importante considerar que se deben utilizar aquellos que arrojen el menor nimero tanto de
falsos positivos como de falsos negativos o productos inespecificos como ocurrié con la cepa
PATO07, en caso de usar primers para la region de virD2 e ipt discriminar entre amplicones

del tamafio reportado en bibliografia de amplicones de tamafio desconocido.
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GLOSARIO

3-cetolactosa: Es un cetoglucosido producto del metabolismo oxidativo de la lactosa, es producido

por A. tumefaciens, se lo emplea en su identificacion y caracterizacion (BERNAERTS y DE LEY 1963).

A. tumefaciens: Bacteria con forma de bacilo, Gram-negativa, motil, no esporulada, es quimio-
organoheterétrofa, las cepas que causan los tumores poseen un plasmido conjugativo inductor de
tumores (Ti) (YOUNG et al., 2015).

Agua DEPC: Agua ultrapura tratada con dietilpirocarbonato, libre de nucleasas para aplicaciones en
biologia molecular (FISHER SCIENTIFIC, 2021).

Amplicon: Producto de amplificacion de material genético, corresponde a una pieza de ADN o ARN

de un tamafio determinado (BOLIVAR et al., 2014).

Biovares: Grupos de cepas o individuos de una misma especie, representados por genes
cromosémicos, se los cataloga de acuerdo a las caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas vy

bioquimicas (LLOP et al., 2004).

BLAST N: Programa de bioinformatica que compara secuencias nucleotidicas con secuencias de

DNA de las bases de datos (NCBI, 2021).

Cicloheximida: Inhibidor de la sintesis proteica en eucariotas, producida por Streptomyces griseus
(REAL ACADEMIA DE INGENIERIA, 2021).

Electroforesis: La electroforesis es una técnica de biologia molecular utilizada para separar el ADN,

el ARN, o moléculas o proteinas en base a su tamafio y carga eléctrica (NHGRI, 2021).



Ladder o marcador molecular: Estandar de referencia que contiene fragmentos de ADN de

longitudes conocidas (KHAN ACADEMY, 2021).

NCBI: Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica.

Opinas: Las opinas resultan de la condensacion de un aminoécido y un cetoacido, son compuestos

no metabolizables por planta y sirven como fuente de carbono y nitrégeno para Agrobacterium spp
(GUYON et al., 1980).

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

Plasmido Ti: ADN extracromosoémico que constituye un plasmido inductor de tumores (YOUNG et al.,
2015).

Primers o cebadores: Es una secuencia corta de ADN de cadena simple que se utiliza en una reaccion
en cadena de la polimerasa hibridar con el ADN de la muestra y definir la region del ADN que seré
amplificada (VOET et al., 2007).

RNAsa: La RNAsa es una endoribonucleasa que especificamente degrada ARN de simple cadena en

residuos C y U (INBIO HIGHWAY, 2021).

Secuenciacion de ADN: La secuenciacién del ADN permite determinar el orden de las cuatro bases
gue forman la molécula de ADN, dicha secuencia les informa la clase de informacién genética que

contiene un segmento especifico de ADN (NHGRI, 2021).

Termociclador: Equipo usado en biologia molecular para realizar los ciclos de temperaturas
necesarios para la amplificacion de diversas hebras de ADN en la técnica de la PCR (Reaccion en

cadena de la polimerasa) o para reacciones de secuencia con el método de Sanger (ALLSCIENCE, 2021).
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ANEXOS

ANEXO A: ELABORACION DE MEDIOS DE CULTIVO SEMI-SELECTIVOS.

kj
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Adicion de cicloheximida en medio D1.

Placas petri dispensadas con medio de sales AT y D1.




ANEXO B: ESTERILIZACION Y MACERACION DEL TEJIDO VEGETAL.

Tumores deposiados en discos de papel filtro siendo

secados con mechero de alcohol.

Tubos eppendorf con macerado de tejido tumoral.




ANEXO C: SIEMBRA E INCUBACION DE PLACAS.
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Siembra en medio semi-selectivo D1 de color azul.

— S

Tubos de ensayo con caldo D1 presentan coloracion

entre verde oliva y azul intenso.

Placa de medio D1 a los 4 dias de incubacion,

presenta colonias circulares, color verde oliva.

Medio D1 inoculado con caldo enriquecido a los 4
dias de incubacion, presenta colonias circulares

azules y colonias amarillas de borde irregular.




Cepas control ATGU3101A 1y 2, colonias aisladas

de color beige y blancas en agar LB.

colonias aisladas de color beige y blancas en agar LB,

perenecen a los aislados del tejido tumoral.




ANEXO D: TINCION GRAM Y REPIQUE EN CUADRICULA.

microscopio 6ptico con aumento de 100X

Frotis de bacilos Gram negativos visto en | Clones bacterianos repicados por triplicado en

cuadriculas sobre agar LB




ANEXO E: REGISTRO FOTOGRAFICO DE PRUEBAS BIOQUIMICAS.

Cepas bacterinas positivas para la prueba de la
catalasa

Cepas bacterinas positivas para la prueba de la

oxidasa

Cepa ATGU3101A en agar PDA-CaCO3,
presenta zonas de aclaramiento acido.

no

Cepa PATO06 en agar PDA-CaCO3, presenta zonas
de aclaramiento 4cido.




C- T4D1LB7 C+

Tubos de nesayo con medio SIM, no presenta

pigmenacion.

Placa de agar YEM-K2TeO3, colonias circulares,

convexas de color negro metalico.

[N T

Placa de agar YEM-K2TeO3, masa bacteriana color

gris.

Placa de agar lactosa, inundada con reactivo de
benedict, sin presencia de precipiado color rojo

ladrillo .




ANEXO F: REGISTRO FOTOGRAFICO DE CARACTERIZACION MOLECULAR.

-}

)

Tubo

transparente separada por una interface blanca.

eppendorf  conteniendo una  solucién

Termociclador corriendo un programa de PCR.

Gel de agarosa en cdmara de electroforesis siendo

cargado.




ANEXO G: SECUENCIA DE LA CEPA PATO07 REALIZADA POR MACROGEN.
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